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1 
 
1 UVOD 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Oksidativni stres je v biološkem sistemu posledica neravnotežja med produkcijo reaktivnih 
kisikovih zvrsti (ang. reactive oxygen species, ROS) in sposobnostjo tega sistema, da 
odstranjuje ROS oziroma popravi nastale poškodbe. Spremembe v normalnem redoks stanju 
celic so lahko škodljive zaradi produkcije toksičnih peroksidov in prostih radikalov, ki 
poškodujejo vse komponente celice, tako proteine, lipide, kot tudi DNA (Lambert in Elias, 
2010). 
 
Zaradi svojega škodljivega vpliva na celice lahko tako predstavlja vzrok za razvoj številnih 
bolezni, med drugim za pojav različnih kroničnih bolezni, kot so diabetes, rak, 
kardiovaskularne in nevrodegenerativne bolezni. Oksidativni stres lahko zmanjšamo ali 
preprečimo z uporabo antioksidantov, ki so v svoji osnovi molekule, ki preprečijo oksidacijo 
drugih molekul (Lambert in Elias, 2010). 
 
V zadnjem času se veliko raziskav in študij usmerja v preučevanje antioksidativnih lastnosti 
različnih spojin, pridobljenih iz rastlinskih tkiv, izmed katerih je pogost predmet preučevanja 
čajevec. Pravi čajevec (Camellia sinensis) je vrsta zimzelene grmovnice oz. majhnega 
drevesa, katerega listi ter listni brsti se uporabljajo za proizvodnjo čaja (Min in 
Bartholomew, 2007). Poznamo tri glavne vrste čaja: zeleni čaj, črni čaj in oolong, ki se med 
seboj razlikujejo v načinu produkcije in v kemijski sestavi. Za zeleni čaj, ki predstavlja kar 
20 % svetovne porabe, je značilna visoka vsebnost polifenolnih spojin, kot so fenolne kisline 
in predvsem flavan-3-olov poznanih tudi kot katehini. V največji količini je prisoten (-)-
epigalokatehin-3-galat (EGCG), ki lahko glede na masni delež predstavlja kar do 50 
odstotkov vseh katehinov (Lambert in Elias, 2010). 
 
Obširne laboratorijske in epidemiološke študije so pokazale, da imajo polifenoli iz zelenega 
čaja (predvsem EGCG) preventiven vpliv na razvoj kroničnih bolezni, ki so posledica 
oksidativnega stresa (Lambert in Elias, 2010). Predlaganih in predpostavljenih je bilo več 
različnih mehanizmov delovanja, mednje pa spadajo inhibicija oksidacije lipoproteinov, 
vpliv na signalne poti, rastne faktorje, mitohondrije, ipd. Omenjeno delovanje in vplivi bodo 
podrobneje predstavljeni v nadaljevanju. Nasprotno pa obstajajo tudi študije, ki navajajo, da 
v visokih koncentracijah deluje pro-oksidativno (Chu in sod., 2017). Velja sicer omeniti, da 
je to področje precej neraziskano, mehanizmi pa so vprašljivi, saj je biološka razpoložljivost 
polifenolnih spojin nizka, kar posledično vpliva tudi na njihovo zmožnost detoksifikacije in 
vivo (Barraza-Garza in sod., 2016). 
 
Vplive oksidativnega stresa je možno meriti na več načinov. Nekatere izmed klasičnih metod 
so določanje znotrajcelične oksidacije, celične energijske metabolne aktivnosti, določanje 
oksidativnih poškodb lipidov, itd. V zadnjem času se za raziskave oksidativnega stresa 
preizkušajo metode infrardeče spektroskopije (Barraza-Garza in sod., 2016). Specifično se 
je v magistrskem delu poleg ostalih tehnik uporabila metoda infrardeče spektroskopije na 
oslabljeni popolni odboj s Fourierevo transformacijo (ang. Attenuated Total Reflectance - 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy, ATR-FTIR). 
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V magistrski nalogi je bil za modelni organizem izbrana kvasovka vrste Saccharomyces 
cerevisiae, na kateri smo nato z uporabo prej omenjenih metod in tehnik preučili vlogo 
EGCG v zaščiti celic pred oksidativnim stresom, ki smo ga inducirali z uporabo menadiona 
kot oksidanta. Glede na podobnost izbranega modelnega organizma celicam sesalcev in 
preprostost uporabe, se zdi njegova izbira in preučitev za ovrednotenje oksidativnega stresa, 
antioksidativnega delovanja kot tudi novih metod smiselna. 
1.2 CILJI RAZISKOVANJA 
 
Cilji magistrskega dela so bili naslednji: 
 
• z metodo infrardeče spektroskopije preveriti delovanje antioksidanta epigalokatehin-3-
galata in njegovo vlogo v zaščiti celic kvasovk Saccharomyces cerevisiae kot modelnem 
organizmu pred oksidativnim stresom, povzročenim z menadionom 
 
• primerjati rezultate spektrov ATR-FTIR z metodo določanja celične metabolne 
aktivnosti, znotrajcelične oksidacije, oksidativnih poškodb lipidov in metodo CFU 
 
• ugotoviti, ali je ATR-FTIR primerna metoda za preverjanje delovanja 
antioksidantov/oksidantov v celicah 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
V magistrskem delu smo si zastavili naslednji hipotezi: 
 
• pokazali bomo, da je ATR-FTIR primerna metoda za študij vpliva oksidantov na celice 
in za študij vloge antioksidantov v zaščiti celic pred oksidativnim stresom 
 
• spremembe v FTIR spektru bodo po tretiranju celic z oksidanti/antiokisdanti v korelaciji 
z metodami za oceno oksidativnega stresa (znotrajcelična oksidacija, oksidativne 
poškodbe lipidov) 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 OKSIDATIVNI STRES 
 
Kisik, ki je v principu bistven za življenje, ima lahko v določenih primerih škodljiv vpliv na 
organizme. Največ potencialno škodljivih učinkov kisika je posledica nastanka in delovanja 
večjega spektra molekul, poznanih kot reaktivne kisikove zvrsti - ROS (Lobo in sod., 2010). 
Oksidativni stres je definiran kot neravnotežje med proizvodnjo ROS in sposobnostjo 
antioksidativnih obrambnih sistemov, da te spojine odstranijo oz. detoksificirajo, sicer to 
lahko vodi v poškodbe celic ter posledično tkiv in organov. Dejavnikov za pojav 
oksidativnega stresa je več, in sicer: (i) zmanjšana aktivnost antioksidativnih obrambnih 
sistemov ter znižana koncentracija antioksidativnih spojin v celici (npr. zaradi 
ksenobiotikov, ki se metabolizirajo preko glutationskega sistema ali mutacij); (ii) povečana 
proizvodnja ROS (izpostavljenost hiperoksiji, pretirana aktivacija sistemov in 
izpostavljenost  spojinam, ki generirajo ROS) ali kombinacija prej omenjenih dejavnikov 
hkrati (Betteridge, 2000). 
2.2 REAKTIVNE KISIKOVE ZVRSTI 
 
Reaktivne kisikove zvrsti so skupina visoko reaktivnih molekul in prostih radikalov, ki 
vsebujejo kisik. Prosti radikali so definirani kot katerikoli atom, molekula ali ion, ki je 
sposoben samoobstoja in vsebuje vsaj en neparen (samski) valenčni elektron. Prisotnost 
neparnih valenčnih elektronov privede do nekaterih lastnosti, ki so skupne večini radikalov 
(Lobo in sod., 2010). 
 
Z le nekaj izjemami so izredno reaktivni in nestabilni ter hitro reagirajo z drugimi snovmi 
ali celo sami s seboj - pogosto namreč v stiku s seboj tvorijo dimere ali polimere. Kemijsko 
se obnašajo se kot oksidanti ali reducenti, torej kot donorji ali akceptorji elektronov. Večina 
prostih radikalov je relativno stabilna le pri zelo nizkih koncentracijah v inertnem mediju ali 
v vakuumu (Lobo in sod., 2010). 
2.2.1 Vrste reaktivnih kisikovih zvrsti 
 
Najpomembnejši predstavniki ROS v bioloških organizmih so vodikov peroksid (H2O2), 
singletni kisik (1O2) in hipoklorit (ClO-) ter prosti radikali kot so: superoksidni anion (O2•-), 
hidroksilni radikal (HO•), peroksilni radikal (ROO•), aloksilni radikal (RO•), hidroperoksilni 
radikal (HOO•), fenoksilni radikal (ArO•), dušikov oksid (•NO) in njegov derivat 
peroksinitrit (ONOO−), ki sam po sebi ni radikal, vendar kljub temu močan oksidant. Zadnji 
dve spojini v zadnjem času imenujemo tudi reaktivne dušikove zvrsti (Turrens, 2003). 
 
Te visoko reaktivne spojine so sposobne reagirati z in poškodovati številne biološko 
pomembne makromolekule, med njimi DNA, proteine, ogljikove hidrate in lipide. Napadi 
radikalov na biološke molekule vodijo v celične poškodbe in motnje homeostaze (Lobo in 
sod., 2010). 
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2.2.1.1 Superoksidni anion 
 
Mitohondrijska produkcija superoksidnih anionov je eden izmed pomembnejših vzrokov za 
oksidativne poškodbe, ki vodijo v različna bolezenska stanja in staranje. Gre za reaktivno 
molekulo, ki lahko deluje kot šibek oksidant ali močan reducent - npr. železovega kompleksa 
citokroma c, hkrati pa je prekurzor bolj reaktivnih kisikovih zvrsti (Betteridge, 2000). V 
celici se s pomočjo encima superoksidna dismutaza (Mn-SOD v matriksu mitohondrija in 
Cu/Zn-SOD v citosolu)  pretvarja v vodikov peroksid in nato v kisik in vodo preko katalaze 
ali glutation peroksidaze. Kljub veliki učinkovitosti teh encimov v pretvarjanju ROS ti 
sistemi niso popolni in ne uspejo detoksificirati vseh molekul. Poleg mitohondrijske 
produkcije na elektronski transportni verigi superoksidni anioni nastajajo tudi s pomočjo 
encima NADPH oksidaza predvsem v fagocitih, ki so esencialne celice imunskega sistema 
in zaradi svoje toksičnosti sodelujejo v obrambnih imunskih funkcijah (Brand in sod., 2004). 
2.2.1.2 Vodikov peroksid in hidroksilni radikal 
 
Vodikov peroksid, ki nastane kot produkt reakcije s superoksidno dismutazo, je relativno 
nereaktivna molekula, vendar lahko spontano ali v prisotnosti Fe2+ ionov preko Haber–
Weissove in Fentonove reakcije tvori hidroksilne radikale. Hidroksilni radikali imajo zelo 
kratek razpolovni čas, saj največkrat reagirajo kar na mestu svojega nastanka. Njihova 
akumulacija lahko vodi v peroksidacijo lipidov v membranah ter oksidativne poškodbe 
drugih bioloških makromolekul. To povzroči izgubo katalitske funkcije in njihovo 
selektivno degradacijo (Brand in sod., 2004). 
 
 
Slika 1: Najpomembnejše ROS v celici. Oksidaze pretvarjajo kisik v O2•-,ki ga nato dismutaze pretvorijo v 
vodikov peroksid. V prisotnosti katalaz in glutation peroksidaz sta končna produkta kisik in voda ali hidroksilni 
radikali pri reakciji s Fe2+. Dodatno ob reakciji superoksidnih anionov z •NO nastaja peroksinitrit (Griendling 
in FitzGerald, 2003: 1913). 
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2.2.2 Izvor reaktivnih kisikovih zvrsti 
 
V organizmih so ROS lahko endogenega ali eksogenega izvora. Endogena produkcija ROS 
je posledica normalnih metabolnih procesov, vzrok eksogenih pa so zunanji dejavniki. 
Glavni viri endogenih ROS so: mitohondriji, ksantin oksidaza, peroksisomi, vnetni procesi, 
fagocitoza, metabolne poti arahidonske kisline, mišična aktivnost, ishemija. Eksogeni izvori 
ROS pa so: cigaretni dim, onesnaževalci, ionizirajoče sevanje, nekatera zdravila, pesticidi, 
industrijska topila, ozon in raznovrstne okužbe z virusi ter mikroorganizmi (Lobo in sod., 
2010). 
 
Formacija ROS znotraj celic lahko poteka encimsko ali neencimsko. Pomembnejše 
encimske reakcije, med katerimi nastajajo ROS so: reakcije dihalne verige, tekom 
fagocitoze, sinteza prostaglandinov in reakcije, ki vključujejo encime naddružine 
citokromov P450. Neencimska formacija pa je navadno posledica reakcij kisika z 
organskimi spojinami ter tudi ionizirajočih reakcij (Lobo in sod., 2010). 
 
Kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae, ki rastejo tudi v aerobnih pogojih, so neprestano 
in kontinuirno izpostavljene reaktivnim zvrstem, ki nastajajo kot stranski produkti celičnega 
metabolizma. Najpomembnejši izvor ROS v celicah kvasovk je mitohondrijska dihalna 
veriga, ki porabi kar 85-90 % vsega dostopnega kisika (Schulze-Osthoff in sod., 1997). 
2.2.3 Delovanje reaktivnih kisikovih zvrsti 
 
Oksidativni stres igra glavno vlogo v mnogih stanjih in obolenjih vključno z aterosklerozo, 
različnimi vnetji, rakom, pri nevrodegenerativnih boleznih in v procesu staranja. Zvišana 
stopnja oksidativnega stresa, ki ni zmanjšana oz. nevtralizirana s pomočjo obrambnih 
sistemov, neizbežno vodi v oksidativne poškodbe DNA in oksidacijo lipidov ter proteinov, 
kar je povezano s spremembami v njihovi strukturi in funkciji (Lobo in sod., 2010).  
 
Proteini so lahko oksidativno modificirani na tri različne načine: (i) oksidativna modifikacija 
specifične aminokisline; (ii) cepitev peptidne vezi ali (iii) nastanek proteinskih agregatov 
zaradi reakcije s produkti peroskidacije lipidov. Proteini, ki vsebujejo aminokisline 
metionin, cistein, arginin in histidin, so najbolj občutljivi na oksidacijo. Modifikacija 
proteinov vodi tudi v povečano občutljivost na encimsko proteolizo. Oksidativne poškodbe 
proteinov vplivajo na aktivnost encimov, receptorjev in membranski transport. Takšni 
proteini lahko posledično vsebujejo zelo reaktivne skupine, ki v nekaterih primerih 
pripomorejo k dodatnim poškodbam celične membrane in drugih celičnih funkcij. Reakcije 
med ROS in proteini med drugim tudi vodijo v nastanek metionin sulfoksida, karbonilov, 
peroksidov, ipd. Vse to močno vpliva na funkcijo in zgradbo proteina (Lobo in sod., 2010). 
 
Lipidna peroksidacija je oksidativna razgradnja lipidov. Iniciator reakcije je prosti radikal, 
ki na polinenasičenih maščobnih kislinah v celičnih membranah sproži nastanek lipidnega 
radikala, proces pa se naprej nadaljuje kot verižna reakcija. Največkrat to poteka tako, da 
hidroksilni radikal odstrani vodikov atom iz lipidne molekule, pri čemer nastane lipidni 
radikal, ki je precej nestabilna molekula in hitro reagira s kisikom ter tako tvori lipidni 
peroksilni radikal. Ta radikal nato reagira z novo lipidno molekulo, pri čemer nastane nov 
lipidni radikal in lipidni hidroperoksid (LOOH). Verižna reakcija se tako vzdržuje, saj nov 
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lipidni radikal reagira na enak način. Po razpadu lipidnih hidroperoksidov nastane cela paleta 
raznovrstnih spojin, od alkanov, malondialdehidov in izoprostanov, ki se lahko v študijah 
uporabljajo kot biološki označevalci lipidne peroksidacije (Lobo in sod., 2010). 
 
Veliko eksperimentov jasno nakazuje na dovzetnost DNA in RNA k oksidativnim 
poškodbam. Predvsem v povezavi z nastankom raka in procesom staranja so poškodbe DNA 
glavni razlog. Opažena je bila tudi povezava med poškodbami mtDNA in rakom. 
Oksidativni stres vodi v nastanek modificiranih baz, največkrat nukleotidnih glikolov, kot je 
deoksitimidin glikol (dTG) in 8-hidroksi-2-deoksigvanozina, ki je hkrati tudi biološki 
označevalec za oksidativni stres (Lobo in sod., 2010). 
2.3 MENADION 
 
V magistrskem delu smo za generacijo ROS in posledično indukcijo oksidativnega stresa 
uporabili menadion, znan tudi kot 2-metil-1,4-naftokinon. Menadion je policiklični 
aromatski keton, ki lahko funkcionira tudi kot prekurzor v sintezi vitamina K. Mehanizmi 
preko katerih menadion tvori ROS so raznoliki in vključujejo posnemanje endogenih 
oksidativnih signalov, delovanje na mitohondrijsko membrano, produkcija ROS zaradi 
delovanja intracelularnih oksidoreduktaz in indukcija apoptoze (Criddle in sod., 2006; Loor 
in sod., 2010). 
 
NADPH-citokrom P450 reduktaza in NADH-ubikinon oksidoreduktaza metabolizirata 
kinone in producirata nestabilne semikinone. Ti pa v prisotnosti molekularnega kisika 
povzročijo generacijo ROS, predvsem superoksidnega aniona in vodikovega peroksida 
(Criddle in sod., 2006; Loor in sod., 2010). 
2.4 ANTIOKSIDANTI 
 
Biološko se koncept antioksidanta nanaša na katerokoli snov, ki je sposobna že pri nizkih 
koncentracijah (v primerjavi s substratom) preprečiti ali upočasniti oksidacijo tega substrata. 
Antioksidanti delujejo tako, da znižujejo oksidativni stres, zmanjšujejo pojavnost mutacij v 
DNA in malignih transformacij ter ostalih parametrov celičnih poškodb (Pisoschi in Pop, 
2015). 
 
Obstaja več vrst antioksidantov in s tem antioksidativnih obrambnih sistemov. Med tipične 
sisteme štejemo tiste, ki preprečijo formacijo ROS ali pa posredujejo pri njihovi 
nevtralizaciji. Prisotni so v citoplazmi in celičnih membranah ter so lahko encimski ali 
neencimski. Naslednji pomembnejši antioksidativni sistemi celice so raznovrstni 
popravljalni mehanizmi in procesi, ki odstranijo poškodovane biološke molekule, preden bi 
njihova morebitna agregacija vplivala na celični metabolizem. Popravljalni mehanizmi 
delujejo tako, da popravijo poškodbe v DNA s pomočjo specifičnih encimov, odstranijo 
oksidirane proteine preko proteolitskih sistemov; fosfolipaze, peroksidaze in acil transferaze 
pa popravijo modificirane lipide. Predpostavlja se, da ima zmanjšanje aktivnosti 
popravljalnih sistemov večji vpliv na pojavnost bolezni in staranje, kot pa dejanske 
spremembe v potencialu antioksidativnih obrambnih sistemov, da nevtralizirajo ROS 
(Pisoschi in Pop, 2015). 
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V običajnih fizioloških pogojih je ravnotežje med antioksidativnimi sistemi in oksidanti 
rahlo v korist oksidantov, zaradi česar je manjši oksidativni stres vedno prisoten, aktivnost 
in intervencija endogenih obrambnih sistemov pa neizogibna. Problem in posledice 
oksidativnega stresa se povečujejo tekom staranja, ko ga endogeni sistemi ne morejo več 
tako učinkovito in uspešno preprečevati (Pisoschi in Pop, 2015). 
 
Celica v odgovor na oksidativni stres sproži endogene antioksidativne obrambne sisteme. 
Glavno vlogo pri tem igrajo različni antioksidativni encimi, za njihovo indukcijo pa je 
ključna ustrezna regulacija z oksidativnim stresom povezanih transkripcijskh faktorjev, ki 
nato vplivajo na izražanje genov in posledično celični odziv na oksidativni stres. Prisotnost 
ROS vpliva na mnoge receptorje in signalne poti ter vodi v aktivacijo transkripcijskih 
faktorjev, kot sta YAP1 in Pos9, ta pa nato inducirata povišano izražanje encimov 
odgovornih za nevtralizacijo ROS ter popravljalnih mehanizmov in procesov za vzdrževanje 
celične homeostaze. ROS regulira z oksidativnim stresom povezane transkripcijske faktorje 
tako, da vpliva na njihovo sintezo ali razgradnjo, njihov transport iz citoplazme v jedro ter 
njihovo vezavo na ali disociacijo z DNA (Kurutas, 2016). 
 
Med endogene obrambne sisteme, ki vzdržujejo redoks homeostazo celic, uvrščamo različne 
antioksidativne encime, omeniti pa velja predvsem superoksidno dismutazo, katalazo in 
glutation peroksidazo. Superoksidne dismutaze so del encimskega obrambnega sistema proti 
oksidativnemu stresu in delujejo tako, da pretvarjajo superoksidne anione v vodikov 
peroksid. Prisotne so v citosolu, mitohondrijskem matriksu in ekstracelularnem prostoru. 
(Pisoschi in Pop, 2015). 
 
Katalaze so encimi, ki so odgovorni za redukcijsko pretvorbo vodikovega peroksida v vodo. 
Njihova prisotnost v celici je za normalno delovanje metabolizma skoraj neobhodna. Enako 
velja tudi za glutation peroksidazo, in sicer gre za encim, ki vsebuje selen in katalizira 
redukcijo vodikovega peroksida in organskih hidroperoksidov v vodo in pripadajoče 
alkohole s pomočjo glutationa. Reduciran glutation deluje kot donor elektronov, tiolni 
skupini pa se med reakcijo oksidirata v disulfidno vez in nastane glutation disulfid (Pisoschi 
in Pop, 2015). 
 
Pomembnejše so še različne neencimske snovi, kot so glutation, proteini (feritin, transferin, 
feruloplazmin in celo albumin) ter nizkomolekularni lovilci, kot so sečna kislina, ubikinon 
ter α-lipoična kislina (Pisoschi in Pop, 2015). 
 
Eksogeni antioksidanti, ki so prisotni v sadju in zelenjavi, vedno dopolnjujejo aktivnost prej 
omenjenih endogenih sistemov. Vitamina C in E, karotenoide, fenolne spojine in derivate 
(stilbenoidi, derivati benzojske in hidroksibenzojske kisline, derivati cimetove in 
hidroksicimetove kisline, flavonoidi - flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanonoli, flavani, 
flavanoli, antocianidini in halkoni) štejemo med glavne eksogene antioksidante (Pisoschi in 
Pop, 2015). 
 
Prisotnost in vnos eksogenih antioksidantov lahko zmanjša produkcijo endogenih 
antioksidantov, vendar celoten celični antioksidativni potencial s tem ostaja nespremenjen. 
Posledično lahko tako vnos antioksidativnih prehranskih dodatkov izboljša sposobnost in 
kapaciteto organizma, da se brani pred oksidativnim stresom. Obstajajo pa tudi študije, ki 
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nakazujejo nasprotno, in sicer da ima lahko prekomeren vnos antioksidativnih snovi 
prooksidativne učinke ter da je večina organizmov zmožna sama regulirati stopnjo 
oksidativnega stresa, ne glede na količino vnesenih eksogenih antioksidantov (Pisoschi in 
Pop, 2015). 
2.4.1 Mehanizem delovanja antioksidantov 
 
Mehanizmov delovanja antioksidantov je več in delujejo na različnih stopnjah oksidativnega 
stresa. Delujejo tako, da porabijo oziroma zmanjšajo lokalno koncentracijo molekularnega 
kisika, odstranijo prooksidativne kovinske ione in nevtralizirajo agresivne reaktivne 
kisikove zvrsti - predvsem superoksidni anion, singletni kisik, vodikov peroksid in 
hidroksilni radikal (HO•), peroksilni radikal (ROO•) ter aloksilni radikal (RO•), ki so najbolj 
odgovorni za lipidno peroksidacijo (Pisoschi in Pop, 2015). Lahko pa je antioksidativno 
delovanje povezano z indukcijo endogenih antioksidativnih obrambnih sistemov (Kurutas, 
2016). 
 
Antioksidanti, ki inhibirajo lipidno peroksidacijo preko zmanjšanja koncentracije 
molekularnega kisika, odstranitve kovinskih ionov, ki povzročajo oksidativni stres ali 
dušenja singletnega kisika (ang. quenching) imenujemo preventivni oz. zaščitni 
antioksidanti. Lahko spadajo med encime in so sposobni katalitsko zmanjšati koncentracijo 
ROS (npr. katalaza, superoksidna dismutaza in glutation peroksidaza) ter niso porabljeni 
tekom reakcije. Po drugi strani pa so antioksidanti, ki prekinejo verižno reakcijo lipidne 
peroksidacije, dušilci singletnega kisika in kelatorji kovinskih ionov med reakcijo 
porabljeni. V nekaterih primer lahko ena vrsta antioksidanta deluje na več različnih načinov. 
Tipičen primer tega je propil galat, delno v vodi topna fenolna spojina, ki lahko deluje kot 
antioksidant za prekinitev lipidne peroksidacije, lovilec radikalov, kot tudi kelator kovinskih 
ionov (Pisoschi in Pop, 2015). 
2.5 EPIGALOKATEHIN GALAT 
 
Epigalokatehin galat, znan tudi kot epigalokatehin-3-galat ali s priporočeno IUPAC 
nomenklaturo kot (2R,3R)-5,7-dihidroksi-2-(3,4,5-trihidroksifenil)-3,4-dihidro-2H-1-
benzopiran-3-il 3,4,5-trihidroksibenzoat je polifenolni bioflavonoid, ki se nahaja v 
raznovrstnih rastlinah, najbolj poznan vir pa so predvsem listi čajevca. Iz praktičnih razlogov 
se za poimenovanje največkrat uporablja njegov štiri črkovni akronim EGCG (Lambert in 
Elias, 2010). 
 
Je ester epigalokatehina in galne kisline ter je topen v organskih topilih, kot so etanol, DMSO 
ter dimetil formamid. Makismalna topnost EGCG v teh topilih, glede na njihov vrstni red, 
je približno 20, 25 in 30 mg/ml. Širše ga uvrščamo med flavan-3-ole, ki pa jih pogosteje 
poimenujemo kar katehini (Lambert in Elias, 2010). 
 
Katehini ali flavan-3-oli spadajo med vrsto naravnih fenolnih spojin z antioksidativnimi 
lastnostmi. So rastlinski sekundarni metaboliti in med flavonoidi predstavljajo visoko 
raznovrstno in multisubstituirano skupino z raznolikimi funkcionalnimi skupinami. 
Strukturno so katehini zgrajeni iz dveh benzenovih obročev (imenovana obroč A in B) in 
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heterocikličnega dihidropiranskega obroča (imenovan obroč C) s hidroksilno skupino na 
tretjem ogljikovem atomu. Obroč A ima skeletno strukturo resorcinola, medtem ko je obroč 
B strukturno podoben kateholu. Za ogljikova atoma na dihidropiranskem obroču na 
pozicijah 2 in 3 je značilna kiralnost. Tako so za katehine značilni štirje diastereoizomeri. 
Izomera v trans konfiguraciji poimenujemo brez dodatka predpone imenu katehina, medtem 
ko se drugima dvema v cis konfiguraciji doda predpono epi- in se tako ime preoblikuje v 
epikatehin (Higdon in Frei, 2003). 
 
Na podlagi rotacije linearne polarizirane svetlobe je najpogostejši katehinski izomer (+)-
katehin, medtem ko je najpogostejši epikatehinski izomer levosučen (-)-epikatehin. Med 
slednje spada tudi epigalokatehin galat. Metoda, ki se množično uporablja za določanje 
kiralnosti in izolacijo epimerov, je kolonska kromatografija s stacionarno fazo s kiralnim 
selektorjem (Higdon in Frei, 2003). 
 
 
Slika 2: Splošna struktura katehinov. Benzenova obroča sta označena s črkama A in B, dihidropiranski obroč 
pa s črko C. Kiralna ogljikova atoma sta oštevilčena s številkama 2 in 3 (Catechin, 2010). 
 
 
Slika 3: Skeletna formula epigalokatehin galata. Na katehinski del je na tretjem ogljikovem atomu obroča C 
zaestren galat (Epigallocatechin gallate, 2007). 
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2.5.1 Antioksidativni učinki EGCG 
 
Antioksidativna aktivnost EGCG in ostalih katehinov v čajevcu je bila demonstrirana z 
množico biokemijskih testov in eksperimentov in vitro. Kemijski mehanizmi, ki so vzrok za 
takšno aktivnost, v glavnem vključujejo reakcije prenosa vodika (ang. hydrogen atom 
transfer, HAT) in reakcije prenosa enega elektrona (ang. single electron transfer, SET) iz 
hidroksilnih skupin. Te skupine so del obeh benzenovih obročev katehina, kot tudi galatnega 
ostanka zaestrenega na dihidropiranski del (Higdon in Frei, 2003). 
 
Med za organizme posebej škodljive oksidativne reakcije uvrščamo lipidno peroksidacijo, 
ki jo EGCG preko HAT mehanizmov učinkovito preprečuje oz. inhibira. Mehanizem 
omenjene reakcije prikazujejo kemijske enačbe od 1 do 4 (Higdon in Frei, 2003). 
 
L1H → L1•                                                     (iniciacija peroksidacije) ... (1) 
L1• + O2 → L1O2•                                   (formacija peroksilnega radikala) ... (2) 
L1O2• + L2H → L1OOH + L2•   (nastanek lip. hidroperoksida in nadaljevanje reakcije) ... (3) 
L1O2• + ArOH → L1OOH + ArO•                (ustavitev reakcije) ... (4) 
 
kjer je:  
L - lipidni ostanek 
Ar - arilna skupina 
 
Hitrost četrte reakcije je odvisna od disociacijske energije vezi hidroksilnih skupin EGCG. 
Čim šibkejša je O-H vez, tem hitreje bo potekla reakcija s peroksilnim radikalom. Nastali 
semikinon je prosti radikal, vendar počasi reagira z drugimi neoksidiranimi lipidi, saj je 
resonančno stabiliziran (Higdon in Frei, 2003). 
 
Poleg HAT reakcij pri inhibiciji prostih radikalov sodelujejo tudi SET mehanizmi, kjer v 
skladu z enačbami od 5 do 7 najprej nastane radikalski kation, čemur nato sledi deprotonacija 
(Higdon in Frei, 2003). 
 
ArOH + LO2• → ArOH+ + LO2- ... (5) 
ArOH+ + H2O ↔ ArO• + H3O+ ... (6) 
LO2- + H3O+ ↔ LOOH + H2O ... (7) 
 
kjer je:  
L - lipidni ostanek 
Ar - arilna skupina 
 
SET reakcije, ki vključujejo fenolne antioksidante (kamor uvrščamo EGCG) in lipidne 
peroksilne radikale, imajo enake produkte kot HAT reakcije (LOOH in ArO•), vendar pa pri 
inhibiciji lipidne peroksidacije prevladujejo predvsem HAT mehanizmi (Higdon in Frei, 
2003). 
 
Katehini v čaju so sposobni delovati kot lovilci cele vrste reaktivnih zvrsti, od kisikovih, 
dušikovih ter klorovih zvrsti, vključujoč superoksidne anione, hidroksilne in peroksilne 
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radikale, hipoklorit ter peroksinitrit. Med polifenoli prisotnimi v čaju, se je glede na stopnjo 
potentnosti, EGCG izkazal kot za najbolj učinkovitega (Higdon in Frei, 2003). 
 
Vedno večja količina dokazov in študij (Higdon in Frei, 2003) nakazuje na to, da ima EGCG 
poleg neposrednih antioksidativnih učinkov sposobnost delovati tudi kot induktor endogenih 
antioksidativnih sistemov, tako v živalskih kot človeških modelih. Ti učinki se kažejo kot 
modulacija plazemske in tkivne koncentracije superoksidne dismutaze, katalaze in encimov 
povezanih z metabolizmom glutationa. Sklicujoč se na večjo zaščitno aktivnost endogenih 
antioksidativnih encimov proti ROS, kot pa je zaščitna kapaciteta čajnih polifenolov 
prisotnih v nižjih koncentracijah, je stimulacija teh encimov morda celo bolj bistvena od 
neposrednih antioksidativnih učinkov omenjenih katehinov (Higdon in Frei, 2003). 
2.5.2 Prooksidativni učinki EGCG 
 
Hitrost oksidacije katehinov se povečuje z naraščajočim pH. Oksidacija fenolnih spojin, kjer 
kot katalizator sodelujejo baze in jo pogosto imenujemo kar avtooksidacija, poteče spontano, 
domneva pa se, da je razlog za to tendenca kisika, da hitreje reagira s fenolatnimi anioni 
(Lambert in Elias, 2010). Ta reakcija je termodinamsko ugodna, vendar neugodna iz stališča 
kinetike, saj bi prišlo do tvorbe novih orbital, ki vsebujejo elektrone z enakim kvantnim 
številom, kar pa je zaradi Paulijevega izključitvenega načela nemogoče. Ioni prehodnih 
kovin, kot sta železo in baker, so navkljub temu sposobni iniciirati oksidacijo fenolnih spojin 
in so esencialni katalizatorji v tem procesu (Lambert in Elias, 2010). 
 
Tekom oksidacije katehinov se tvorijo semikinoni in nato iz njih kinoni, ki so visoko 
elektrofilni in z lahkoto reagirajo s prostimi tiolnimi skupinami ter tvorijo stabilne konjugate. 
Hkrati poteče tudi redukcija kovinskih ionov, nastale reducirane oblike kovin pa nato 
katalizirajo razgradnjo LOOH in H2O2 do aloksilnega in hidroksilnega radikala. Ti 
mehanizmi nakazujejo, da imajo lahko EGCG in ostali katehini iz čajevca v prisotnosti kovin 
določeno prooksidativno aktivnost (Lambert in Elias, 2010). 
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2.6 INFRARDEČA SPEKTROSKOPIJA NA OSLABLJENI POPOLNI ODBOJ S 
FOURIEREVO TRANSFORMACIJO  
 
Infrardeča spektroskopija, poznana tudi kot vibracijska ali IR spektroskopija, je skupek 
metod in tehnik, ki se ukvarjajo s preučevanjem interakcij elektromagnetnega valovanja v 
infrardečem spektru s snovjo. Ko žarek svetlobe zadene vzorec, se določen del spektra 
elektromagnetnega valovanja absorbira, kar pa je odvisno od molekularnih vibracij znotraj 
vzorca. IR spektroskopijo se tako lahko uporablja za določanje kemijske zgradbe ter 
strukture snovi v vzorcu.  (Glassford in sod., 2013). 
 
Spekter snovi v infrardeči spektroskopiji predstavlja graf absorpcije IR svetlobe (ali 
transmisivnosti) na ordinatni osi in valovno število v enotah recipročnih centimetrov (cm-1) 
na abscisni osi. Infrardeči del elektromagnetnega spektra se običajno razdeli na tri regije, in 
sicer bližnje, srednje in daljne IR področje. Poimenovanje sledi iz njihovega položaja v 
primerjavi z vidnim spektrom. Valovanje v bližnjem IR področju (14000 - 4000 cm−1) ima 
najvišjo energijo, sledi srednje IR področje (4000 - 400 cm−1) ter daljne IR področje (400–
10 cm−1) z najnižjo energijo. Glede na vrsto študije in tip vibracij, ki jih želimo izzvati, 
izberemo ustrezno področje za ekscitacijo nihanj (Glassford in sod., 2013). 
 
Infrardečo svetlobo je mogoče usmeriti na vzorec na več različnih načinov ter uporabiti 
različne detektorje interakcij, kar omogoča analizo širokega spektra vzorcev v mnogo 
različnih pogojih (Glassford in sod., 2013). 
 
Tradicionalna metoda v uporabi je transmisijska IR spektroskopija, pri čemer žarek 
infrardeče svetlobe prehaja skozi vzorec, ki se nahaja med dvema za IR svetlobo 
transparentnima okencema. Ker pa žarek pri tej metodi prehaja skozi vzorec in se hkrati 
absorbira, mora biti dolžina optične poti kratka. Za vzorce, ki vsebujejo vodo, navadno ne 
več kot 6 μm. V IR spektru voda močno absorbira, predolga optična pot pa bi tako povzročila 
nasičeno absorpcijo ter popolnoma popačen spekter. Naslednja metoda, ki je v uporabi, je 
odbojna (ang. reflectance) IR spektroskopija, zanjo pa je značilno, da se žarek svetlobe 
odbije od površine vzorca. Podobna je metodi na oslabljeni popolni odboj, vendar pa v 
primerjavi z ATR, žarek pred vpadom na vzorec ni usmerjen skozi za infrardečo svetlobo 
prepusten medij (Glassford in sod., 2013). 
 
Infrardeča spektroskopija na oslabljeni popolni odboj s Fourierevo transformacijo ali 
pogosteje s kratico ATR-FTIR je spektroskopska metoda, pri kateri se infrardečo svetlobo 
usmeri skozi za infrardečo svetlobo prepustni material z visokim lomnim količnikom 
imenovanim ATR kristal ali IRE (ang. internal reflection element) na površino med prej 
omenjenim kristalom in vzorcem, ki je z njim v stiku. IRE je v osnovi prizma, narejena iz 
cinkovega selenida, diamanta, silicija, germanija, itd. Vpadni kot infrardečega žarka na 
površino med kristalom in vzorcem je večji od mejnega kota in tako pride do popolnega 
odboja, vendar pa kljub temu del vpadnega elektromagnetnega valovanja prodre v optično 
redkejše sredstvo. Nastane eksponentno pojemajoči val, ki interagira z delom vzorca ob meji 
s kristalom. Žarek, ki zapušča ATR kristal, ima zaradi interakcije z vzorcem nižjo energijo, 
iz tega dejstva pa izhaja tudi ime metode. Globina do katere evanescentni val prodre v vzorec 
je odvisna od vpadnega kota IR svetlobe in lomnega količnika tako IRE kot tudi vzorca. 
Običajno je ta nekako v območju med 0,5 in 2 μm. ATR-FTIR je tako v osnovi površinska 
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metoda, saj evanescentni val interagira le z nekaj mikrometrov debelo plastjo vzorca. V 
primerjavi s transmisijsko metodo so možne študije vodnih raztopin, hkrati pa je tudi 
priprava vzorcev preprostejša (Glassford in sod., 2013). 
 
ATR-FTIR se je do sedaj uporabila za študije mnogih bioloških sistemov (Barraza-Garza in 
sod., 2016) in je močno orodje za analizo celičnih komponent, kot so nukleinske kisline, 
celične membrane ter za strukturne študije proteinov. Metoda je zelo uporabna tudi pri 
kompleksnejših bioloških sistemih - npr. raziskavah tkiv in mikroorganizmov zaradi 
zmožnosti kvalitativne in kvantitativne molekularne in strukturne analize vzorcev (Glassford 
in sod., 2013). 
 
ATR-FTIR je nedestruktivna tehnika, ki omogoča hitro analizo ključnih celičnih komponent 
brez posebne predpriprave vzorcev in uporabe različnih reagentov. Na podlagi intenzitete 
vrhov, širine in njihove frekvence IR spekter vsebuje informacije o strukturnih in 
biokemijskih lastnosti snovi v vzorcu. Spremembe v proteinih, lipidih, DNA in ogljikovih 
hidratih je možno določiti vse do nivoja funkcionalnih skupin. V zadnjem času se je opisana 
metoda začela uporabljati tudi za analizo stresnega odgovora organizmov in metabolnih 
sprememb, ki so posledica le tega (Barraza-Garza in sod., 2016; Glassford in sod., 2013). 
 
Slika 4: Shema delovanja FTIR spektrometra. IR svetloba iz izvora najprej potuje skozi interferometer in šele 
nato na vzorec. V interferometru se prihajajoči žarek razdeli na dva dela in tako nastaneta dva žarka pravokotna 
drug na drugega. En žarek se odbije od stacionarnega ogledala nazaj na polprepustno zrcalo, drugi pa potuje 
do pomičnega ogledala, od koder se prav tako odbije nazaj proti polprepustnemu zrcalu. Zaradi premikanja 
ogledala se pot tega žarka v primerjavi z drugim spreminja. Ko se oba žarka na polprepustnemu zrcalu zopet 
srečata, pride med njima do konstruktivne in destruktivne interference ter tvorbe novega združenega žarka 
imenovanega interferogram. Ta rekombinirani žarek nato potuje do vzorca, kateri glede na lastne IR 
absorpcijske karakteristike absorbira vse različne valovne dolžine interferograma hkrati in nato pade na 
detektor. Detektor zaradi absorpcije vzorca zazna variacije v energiji žarka po času, za vse valovne dolžine 
hkrati, kot referenco pa se uporabi laserski žarek. Na surovih podatkih se nato izvede matematična operacija, 
imenovana Fouriereva transformacija, ki spekter intenzitet žarka glede na premik ogledala v Michelsonovem 
interferometru pretvori v spekter intenzitet po frekvencah. Tako izračunamo spekter, ki je primeren za nadaljnje 
analize (Gable, 2013). 
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Slika 5: Princip delovanja metode na oslabljeni popolni odboj in potovanje IR svetlobe skozi ATR kristal 
(Attenuated ..., 2013). 
2.6.1 Tipični absorpcijski spekter kvasovke Saccharomyces cerevisiae 
 
Biološki sistemi, med katere spadajo tudi kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae, imajo 
zaradi podobnih celičnih komponent in celične sestave tipične absorpcijske spektre, ki so 
neposredna posledica različnih nihanj vezi sestavnih komponent celic (Mihoubi in sod., 
2017). 
 
 
Slika 6: Tipičen absorpcijski spekter kvasovke Saccharomyces cerevisiae. Absorpcija v področju od 3000 do 
2820 cm-1 je praviloma posledica simetričnega in asimetričnega raztegovanja CH2 in CH3 skupin lipidnih 
repov. Za regijo 1758-1477 cm-1 sta značilna dva prevladujoča trakova, in sicer amid I in II, ki sta posledica 
nihanj amidnih skupin proteinov (peptidna vez) in jo je mogoče uporabiti za študije sekundarne strukture 
proteinov. Šibek vrh pri 1740 cm-1 je posledica nihanja estrske funkcionalne skupine lipidov. V regiji od 1187 
do 945 cm-1 prevladujejo mnoge makromolekule od ogljikovih hidratov, nukleinskih kislin, fosforiliranih 
lipidov, ipd. (Berterame in sod., 2016: 41). 
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2.7 KVASOVKA Saccharomyces cerevisiae KOT MODELNI ORGANIZEM ZA ŠTUDIJ 
OKSIDATIVNEGA STRESA  
 
Kvasovka Saccharomyces cervisiae je zaradi svojih značilnosti, in sicer da je eden izmed 
najpreprostejših evkariontskih organizmov, pogosto uporabljan eksperimentalni sistem in 
modelni organizem. Manipulacija kvasovk vrste S. cerevisiae je nezahtevna tako v haploidni 
kot diploidni obliki, rast pa je v primerjavi z živalskimi modeli neprimerljivo hitrejša 
(Mohammadi in sod., 2013). 
 
V primerjavi z večceličnim modelnim organizmom imajo kvasovke kar nekaj prednosti. 
Gojenje je mogoče na definiranih medijih, kar omogoča natančen nadzor okoljskih 
parametrov. Generacijski čas pri 30 °C je le okoli 90 minut, zmožne pa so tako aerobne kot 
anaerobne rasti ter rasti v tekočih in trdnih medijih, posamično ali v kolonijah. Zaradi svojih 
lastnosti omogoča poceni, hitro in učinkovito raziskovalno delo (Menacho-Márquez in 
Murguía, 2007). 
 
V molekularni in sistemski biologiji kvasovka S. cerevisiae predstavlja primaren modelni 
organizem, razlog za to pa tiči v neprestanem razvoju novih orodij in tehnik za gensko 
manipulacijo (Mohammadi in sod., 2013). 
 
S. cerevisiae je prvi evkariontski organizem, ki je bil v celoti sekvenciran, kompleten genom 
pa je bil dostopen že leta 1996. To je pripomoglo k razvoju obširne zbirke delecijskih 
mutantov, ekspresijskih knjižnic in sevov, označenih z zelenim fluorescenčnim proteinom 
(GFP), kar se s pridom izkorišča v raziskavah (Mohammadi in sod., 2013). 
 
Ljudje s kvasovkami vrste S. cerevisiae delijo precejšen del funkcionalnih poti, ki nadzirajo 
ključne aspekte evkariontske celične biologije, vključno s celičnim ciklom, metabolizmom, 
programirano celično smrtjo, zvijanjem proteinov, nadzorom kakovosti in razgradnjo, 
vezikularnim transportom, signalnimi potmi, kot so MAPK, TOR in inzulin/IGF-1 signalne 
poti, ipd. (Mohammadi in sod., 2013). 
 
Omenjene ohranjene biokemijske poti vodijo celično rast, razmnoževanje, transport, odziv 
na stres, izločanje in so povezane z mnogimi človeškimi bolezenskimi stanji, kar tudi 
pojasnjuje, zakaj se kvasovke pogosto uporabljajo kot študijski model človeških bolezni. 
Kvasovka Saccharomyces cervisiae je močno prispevala k boljšemu razumevanju raka, 
nevrodegenerativnih bolezni, veliko pa se uporablja tudi pri preučevanju procesa staranja. 
Seveda pa je nujno omeniti, da zaradi svoje osnovne lastnosti, in sicer da gre za enocelični 
organizem, ni zmožna modelirati fenotipov, ki izvirajo iz intercelularnih interakcij 
(Mohammadi in sod., 2013). 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 SHEMA POTEKA DELA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
kultivacija kvasovk Saccharomyces 
cerevisiae ZIM 2155 na trdnem 
gojišču YEPD (3 dni pri 28 °C) 
aerobna submerzna kultivacija 
kvasovk S. cerevisiae v tekočem 
gojišču YEPD (60 ur pri 28 °C in 220 
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3.2 MATERIALI 
 
3.2.1 Mikroorganizem 
 
Za izvedbo poskusov smo uporabljali kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155 
iz Zbirke industrijskih mikroorganizmov (ZIM) Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo 
in varnost živil Oddelka za živilstvo Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani. Pri 
poskusih smo uporabili tri dni staro kulturo v stacionarni fazi, ki je bila predhodno 
inkubirana na petrijevih ploščah s trdnim gojiščem YEPD in temperaturi 28 °C. 
3.2.2 Epigalokatehin galat 
 
Za analizo antioksidativnega učinkovanja in preučevanje sprememb v komponentah celic 
pod vplivom oksidativnega stresa smo uporabili epigalokatehin galat, ki je bil proizveden 
pri podjetju Merck iz listov zelenega čaja. Spojina, ki smo jo uporabili, je bila stopnje čistosti 
≥80 %. Epigalokatehin galat smo do začetka poskusov hranili v zamrzovalniku pri 
temperaturi -20 °C. 
3.2.3 Menadion 
 
Za indukcijo oksidativnega stresa smo uporabili menadion v obliki menadion natrijevega 
bisulfita, saj je ta vodotopen. Spojina, ki smo jo uporabili, je bila proizvedena pri podjetju 
Merck s stopnjo čistosti ≥95 %. Do začetka poskusov smo jo hranili v zamrzovalniku pri 
temperaturi -20 °C. 
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3.2.4 Gojišča 
 
3.2.4.1 Precepljanje in vzdrževanje kulture kvasovk S. cerevisiae  
 
• Trdno gojišče YEPD 
 
Trdno gojišče YEPD smo uporabili za precepljanje in vzdrževanje kulture kvasovk 
Saccharomyces cerevisiae ter za določanje kultivabilnosti celic kvasovk z metodo štetja 
kolonij na ploščah - metoda CFU. 
 
Preglednica 1: Sestava trdnega gojišča YEPD (Atlas in Lawrence, 1993) 
SESTAVINA KOLIČINA KONČNA KONCENTRACIJA 
glukoza (Merck) 20 g 2 % (w/v) 
kvasni ekstrakt (Biolife) 10 g 1 % (w/v) 
pepton (Biolife) 20 g 2 % (w/v) 
agar (Biolife) 20 g 2 % (w/v) 
dodamo dH2O do 1000 mL 
 
Pripravljeno gojišče smo 20 min sterilizirali v parnem sterilizatorju podjetja Sutjeska Zagreb 
pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar. Po končani sterilizaciji smo gojišče ohladili do 45 
°C in ga nato sterilno razlili v petrijeve plošče. 
3.2.4.2 Kultivacija kvasovk do začetka stacionarne faze rasti 
 
• Tekoče gojišče YEPD 
 
Tekoče gojišče YEPD smo uporabili za kultivacijo kulture kvasovk Saccharomyces 
cerevisiae do začetka stacionarne faze rasti. 
 
Preglednica 2: Sestava tekočega gojišča YEPD (Atlas in Lawrence, 1993) 
SESTAVINA KOLIČINA KONČNA 
KONCENTRACIJA 
glukoza (Merck) 20 g 2 % (w/v) 
kvasni ekstrakt (Biolife) 10 g 1 % (w/v) 
pepton (Biolife) 20 g 2 % (w/v) 
dodamo dH2O do 1000 mL 
 
Pripravljeno gojišče smo sterilizirali 20 min v parnem sterilizatorju pri temperaturi 121 °C 
in tlaku 1,1 bar. 
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3.2.5 Raztopine in reagenti 
 
3.2.5.1 Inkubacija kvasovk S. cerevisiae 
 
• Pufer PBS 
 
Pufer PBS je bil uporabljen za vzdrževanje kulture kvasovk S. cerevisiae v stacionarni fazi 
rasti. 
 
Preglednica 3: Sestava pufra PBS  
SESTAVINA 
 
KOLIČINA KONČNA 
KONCENTRACIJA 
1 tabletka (Oxoid™) natrijev klorid (NaCl) 0,8 g 0,8 % (w/v) 
kalijev klorid (KCl) 0,2 g 0,2 % (w/v) 
natrijev hidrogen 
fosfat (Na2HPO4) 
1,15 g 1,15 % (w/v) 
kalijev dihidrogen 
fosfat (KH2PO4) 
0,2 g 0,2 % (w/v) 
dodamo ddH2O do 100 mL 
 
Pufer PBS smo pripravili tako, da smo tabletko z ustreznimi solmi raztopili v 100 mL 
bidestilirane vode in dobili raztopino s sestavo, kot je prikazana v preglednici 3. Pufer smo 
pred uporabo 20 min sterilizirali v parnem sterilizatorju pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 
bar. 
3.2.5.2 Določanje znotrajcelične oksidacije celic 
 
• Kalijev fosfatni pufer (pH = 7,8) 
 
Kalijev fosfatni pufer v koncentraciji 50 mM smo pripravili tako, da smo 50 mM 
raztopinama kalijevega dihidrogen fosfata (KH2PO4) in dikalijevega hidrogen fosfata 
(K2HPO4), ki predstavljata kislo in bazično komponento, zamešali v ustreznem razmerju, 
dokler nismo dosegli pH 7,8. Sledila je sterilizacija za 20 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 
1,1 bar. Zatem smo izvedli še filtracijo (velikost por: 0,2 μm) in nato pufer do uporabe 
shranili v hladilnik. Pred uporabo smo ga s pomočjo inkubatorja segreli na temperaturo 28 
°C. 
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Preglednica 4: Sestava 50 mM raztopine kalijevega dihidrogen fosfata (KH2PO4) 
SESTAVINA KOLIČINA KONČNA KONCENTRACIJA 
KH2PO4 (Merck) 3,4 g 50 mM 
dodamo ddH2O do 500 mL 
 
Preglednica 5: Sestava 50 mM raztopine dikalijevega hidrogen fosfata (K2HPO4) 
SESTAVINA KOLIČINA KONČNA KONCENTRACIJA 
K2HPO4 (Merck) 4,36 g 50 mM 
dodamo ddH2O do 500 mL 
 
• 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA) 
 
Pri poskusih smo uporabili sveže pripravljeno raztopino H2DCFDA v koncentraciji 1 mM. 
Postopek priprave delovne raztopine je potekal tako, da smo 0,00245 g H2DCFDA raztopili 
v 5 mL 96 % etanola. Pred uporabo in pripravo delovne raztopine je bil H2DCFDA shranjen 
v zamrzovalniku v temi pri temperaturi -20 °C. Zaradi občutljivosti snovi na svetlobo je 
priprava potekala v temi. 
 
Preglednica 6: Sestava 1 mM raztopine 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetata (H2DCFDA) 
SESTAVINA KOLIČINA KONČNA KONCENTRACIJA 
H2DCFDA (Merck) 0,00245 g 1 mM 
dodamo 96 % etanol (Merck) do 5 mL 
 
• Litijev acetat 
 
Litijev acetat smo zaradi svojih kaotropnih lastnosti uporabili za povečanje permeabilnosti 
celične membrane kvasovk. Postopek priprave delovne raztopine je potekal tako, da smo 
0,6598 g litijevega acetata raztopili v 5 mL bidestilirane vode, ki smo jo predhodno filtrirali 
(velikost por: 0,2 μm). 
 
Preglednica 7: Sestava 2 M raztopine litijevega acetata (CH3COOLi) 
SESTAVINA KOLIČINA KONČNA KONCENTRACIJA 
litijev acetat (CH3COOLi) 0,6598 g 2 M 
dodamo ddH2O do 5 mL 
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3.2.5.3 Določanje celične energijske metabolne aktivnosti 
 
• Komplet BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay 
 
Komplet BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay je komercialni pripravek podjetja 
Promega za določanje celične energijske metabolne aktivnosti. Sestavljata ga dva reagenta, 
in sicer substrat »BacTiter-Glo™ Substrate« in pufer »BacTiter-Glo™ Buffer«. Priprava je 
potekala tako, da smo oba reagenta najprej segreli na sobno temperaturo in nato prenesli 10 
mL pufra v stekleničko z liofiliziranim substratom ter na ta način dobili mešanico 
pufer/substrat, ki smo jo nadalje uporabili pri poskusih. Nastalo raztopino smo premešali, 
alikvotirali in shranili v temi. Za doseg najvišje občutljivosti smo reagent pred uporabo pustili 
stati 15 minut na sobni temperaturi. Pripravljen reagent je na sobni temperaturi stabilen 8 ur, 1 
teden pri temperaturi -20 °C ter do enega meseca pri temperaturi -70 °C, pri manj kot 20 % 
izgubi aktivnosti. 
 
• PBS pufer 
 
Sestava PBS pufra je navedena v preglednici 3. 
 
3.2.5.4 Določanje oksidativnih poškodb lipidov 
 
• Reagent za določanje oksidativnih poškodb lipidov 
 
Pri poskusih smo za določanje oksidativnih poškodb lipidov uporabili reagent, katerega 
sestava je prikazana v preglednici 8. 
 
Preglednica 8: Sestava reagenta za določanje oksidativnih poškodb lipidov 
SESTAVINA KOLIČINA KONČNA KONCENTRACIJA 
trikloroocetna kislina (TCA, 
Merck) 
0,15 g 1,5 % (w/v) 
tiobarbiturna kislina (TBA, 
Merck) 
0,0037 g 0,037 % (w/v) 
butilhidroksi toluen (BHT, 
Merck) 
0,0001 g 0,001 % (w/v) 
klorovodikova kislina (HCl, 
Merck) 
0,25 mL 1 M HCl 25 mM 
dodamo ddH2O do 10 mL 
 
• butan-1-ol 
 
Pri postopku določanja oksidativnih poškodb lipidov smo uporabili butan-1-ol proizvajalca 
Kemika. 
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3.3 APARATURE, NAPRAVE IN LABORATORIJSKI PRIBOR 
 
Poleg standardne laboratorijske opreme smo pri delu uporabljali tudi naslednje aparature, 
naprave in laboratorijski pribor. 
3.3.1 Priprava delovnih raztopin menadiona in EGCG 
 
• brezprašna komora LFV P122 (Pio) 
• centrifuga Centric 200 (Tehtnica) 
• tehtnica CPA324S (Sartorius) 
• vibracijski mešalnik Yellowline TTS 2 (IKA) 
3.3.2 Priprava gojišč, raztopin in reagentov za kultivacijo kvasovk S. cerevisiae 
 
• magnetno mešalo MM-540 (Tehtnica) 
• magnetno mešalo Rotamix 550 MMH (Tehtnica) 
• parni sterilizator (Sutjeska Zagreb) 
• pH-meter S20 SevenEasy (Mettler Toledo) 
• sušilnik laboratorijske steklovine SO-250 (Elektromedicina) 
• tehtnica PS 1200/C/2 (Radwag) 
• tehtnica CPA324S (Sartorius) 
3.3.3 Kultivacija in vzdrževanje kvasovk S. cerevisiae  
 
• brezprašna komora LFV P122 (Pio) 
• centrifuga Centric 200 (Tehtnica) 
• centrifuga Centric 322A (Tehtnica) 
• inkubator IG 150 (Jouan) 
• spektrofotometer MA 9510 (Iskra) 
• stresalnik Multitron (Infors HT) 
• vibracijski mešalnik Yellowline TTS 2 (IKA) 
3.3.4 Izpostavitev celic kvasovke S. cerevisiae preučevanim snovem 
 
• brezprašna komora LFV P122 (Pio) 
• centrifuga Centric 322A (Tehtnica) 
• inkubator IG 150 (Jouan) 
• stresalnik Multitron (Infors HT) 
• tehtnica CPA324S (Sartorius) 
• vibracijski mešalnik Yellowline TTS 2 (IKA) 
 
 
Svet L. Preučevanje delovanja antioksidanta ... in oksidanta ... z metodo infrardeče spektroskopije. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
23 
 
3.3.5 Določanje znotrajcelične oksidacije 
 
• brezprašna komora LFV P122 (Pio) 
• centrifuga Centric 200 (Tehtnica) 
• čitalec mikrotitrskih plošč Safire2 (Tecan) 
• črne mikrotitrske plošče s 96-imi vdolbinicami (Nunc) 
• inkubator IG 150 (Jouan) 
• stresalnik Multitron (Infors HT) 
• vibracijski mešalnik Yellowline TTS 2 (IKA) 
3.3.6 Določanje celične energijske metabolne aktivnosti 
 
• brezprašna komora LFV P122 (Pio) 
• čitalec mikrotitrskih plošč Safire2 (Tecan) 
• bele mikrotitrske plošče s 96-imi vdolbinicami (Nunc) 
• prozorne mikrotitrske plošče s 96-imi vdolbinicami (Nunc) 
• vibracijski mešalnik Yellowline TTS 2 (IKA) 
3.3.7 Določanje oksidativnih poškodb lipidov 
 
• centrifuga Centric 200 (Tehtnica) 
• cirkonij-kremenčeve kroglice premera 0,5 mm (Biospec Products) 
• čitalec mikrotitrskih plošč Safire2 (Tecan) 
• čitalec mikrotitrskih plošč Varioskan LUX (Thermo Scientific) 
• črne mikrotitrske plošče s 96-imi vdolbinicami (Nunc) 
• homogenizator Bullet Blender Storm (Next Advance) 
• termoblok Comfort (Eppendorf) 
• vibracijski mešalnik Yellowline TTS 2 (IKA) 
3.3.8 Merjenje absorpcijskih spektrov kvasovk z metodo ATR-FTIR 
 
• liofilizator Alpha 1-2 LDplus (Martin Christ) 
• termo posoda za tekoči dušik 
• FTIR spektrometer Vertex 80 (Bruker) 
• ATR celica Golden Gate (Specac) 
3.3.9 Shranjevanje raztopin, reagentov in vzorcev 
 
• hladilnik (4 °C) (LTH)  
• zamrzovalnik (-20 °C) (LTH)  
• zamrzovalnik Ultra Freeze (-80 °C) (Heto) 
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3.4 METODE 
 
3.4.1 Priprava delovne raztopine epigalokatehin galata 
 
Za analizo antioksidativnega učinkovanja in preučevanje sprememb v komponentah celic 
pod vplivom oksidativnega stresa smo uporabili epigalokatehin galat, ki je bil proizveden 
pri podjetju Merck iz listov zelenega čaja. Spojina, ki smo jo uporabili, je bila stopnje čistosti 
≥80 %. 
 
Za pripravo delovne raztopine smo najprej v 2-mL Eppendorf mikrocentrifugirko zatehtali 
0,04 g epigalokatehin galata in nato dodali 2 mL bidestilirane vode ter tako dobili raztopino 
s koncentracijo 20 g/L. Tako pripravljeno raztopino smo nato premešali na vibracijskem 
mešalniku in jo nato centrifugirali 5 min pri 14000 obr./min. Supernatant smo zatem prenesli 
v novo mikrocentrifugirko. Na ta način smo se znebili delcev uporabljene snovi, ki se niso 
raztopili. 
 
Pripravljene mikrocentrifugirke z delovnimi raztopinami epigalokatehin galata smo do 
začetka poskusov hranili v zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C. 
3.4.2 Priprava delovne raztopine menadiona 
 
Za indukcijo oksidativnega stresa smo pri poskusih uporabili menadion, vsakič pa smo na 
novo pripravili svežo delovno raztopino. 
 
Uporabili so vodotopno obliko menadiona, in sicer menadion natrijev bisulfit z molsko maso 
276,24 g/mol in stopnjo čistosti ≥95 %. Delovno raztopino smo pripravili tako, da smo v 10-
mL epruveto najprej zatehtali 1,381 g menadion natrijevega bisulfita in nato dodali 
bidestilirano vodo do 5 mL ter tako dobili raztopino s koncentracijo 1 mol/L. 
3.4.3 Kultivacija kulture kvasovk Saccharomyces cerevisiae 
 
Za precepljanje kulture kvasovk Saccharomyces cerevisiae smo uporabili trdno gojišče 
YEPD (preglednica 1). Nadalje je bilo pri aerobni submerzni kultivaciji kvasne biomase do 
stacionarne faze rasti uporabljeno tekoče gojišče YEPD (preglednica 2), za njeno 
vzdrževanje v stacionarni fazi rasti, pa smo kulturo prenesli v pufer PBS (preglednica 3). 
 
Kulturo kvasovk S. cerevisiae smo po treh dneh s trdnega gojišča YEPD prenesli v 100 mL 
erlenmajerico s stransko kiveto, v kateri je bilo 50 mL tekočega gojišča YEPD. Prenos smo 
opravili pri sterilnih pogojih, s cepilno zanko in v brezprašni komori. Kulturo smo precepili 
do optične gostote 0,95 pri valovni dolžini 650 nm (OD650). Nato smo 40 mL celične 
suspenzije prenesli v 1-L erlenmajerico s stransko kiveto, v katero smo predhodno dodali 
360 mL tekočega gojišča YEPD. Kultivacija kvasovk je potekala 60 ur pri 28 °C in 220 
obr./min, oziroma do začetka stacionarne faze rasti. 
 
Po 60 urah kultivacije je sledil prenos kulture kvasovk v pufer PBS. Pred samim prenosom 
smo s spektrofotometrom, pri enaki valovni dolžni svetlobe kot na začetku, ponovno izmerili 
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optično gostoto in v primeru, da je bila celična gostota kulture ustrezna, in sicer okoli 2, smo 
50 mL brozge (5x108 celic/mL) prenesli v falkon epruveto ter jo nato 3 minute centrifugirali 
pri 4000 obr./min. Po končanem centrifugiranju smo supernatant odstranili in sedimentu 
dodali 50 mL pufra PBS, ogretega na 28 °C za potrebe spiranja. Falkon epruveto smo zatem 
za 2 minuti premešali na vibracijskem mešalniku, nato pa celično suspenzijo ponovno 3 
minute centrifugirali pri 4000 obr./min. Supernatant smo ponovno odstranili in sedimentu 
zopet dodali 50 mL pufra PBS. 
 
Nato smo v 500-mL erlenmajerico prenesli 40 mL celične suspenzije in ji dodali 160 mL 
pufra PBS. Končna koncentracija je tako bila okoli 1x108 celic/mL. Na ta način pripravljeno 
kulturo kvasovk smo 96 ur inkubirali na stresalniku pri temperaturi 28 °C in 220 obr./min. 
V tem času kultura kvasovk s fiziološkega, metabolnega in oksidativnega vidika doseže 
stabilno stanje. 
3.4.4 Izpostavitev kvasovk menadionu in epigalokatehin galatu 
 
Po 96-urni inkubaciji kvasovk v pufru PBS na stresalniku smo kulturo izpostavili delovanju 
induktorja oksidativnega stresa menadiona in antioksidanta epigalokatehin galata. V 
posamezne falkon epruvete smo prenesli 10 mL celične suspenzije in v vsako nato dodali 
pripadajoč volumen delovne raztopine menadiona, EGCG ali pufra PBS.  
 
Preglednica 9: Preučevana snov, koncentracija in volumen delovne raztopine ter koncentracija preučevane 
snovi v celični suspenziji 
Preučevana snov Koncentracija delovne 
raztopine 
Volumen delovne 
raztopine 
Koncentracija 
preučevane snovi v 
celični suspenziji 
Epigalokatehin galat 20 g/L 50,25 μL 0,1 g/L 
Menadion 1 mol/L 638,3 μL 60 mmol/L 
 
Potek poskusa je prikazan na sliki 8. 
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Slika 8: Shematski prikaz poteka izpostavitve celic preučevanim snovem. Pri vsaki metodi smo izvedli dva do 
štiri biološke poskuse ter pri vsakem biološkem poskusu do dve tehnični ponovitvi. 
 
Po izpostavitvi celic preučevanim snovem smo izvedli različne analize za določanje 
njihovega učinka na celice. S pomočjo merjenja znotrajcelične oksidacije smo preverjali 
antioksidativno učinkovitost epigalokatehin galata v zaščiti celic pred oksidativnim stresom. 
Določali smo tudi celično energijsko metabolno ter kultivabilnost celic z metodo štetja 
kolonij na ploščah (CFU). Preverjali smo tudi oksidativne poškodbe lipidov in določili ter 
analizirali absorpcijske spektre kvasovk z metodo ATR-FTIR. Meritve smo primerjali s 
kontrolnimi vzorci, kjer celice kvasovke S. cerevisiae nismo izpostavili nobeni izmed 
preučevanih snovi. 
3.4.5 Določanje celične energijske metabolne aktivnosti 
 
Za določanje celične energijske metabolne aktivnosti smo uporabili komercialni komplet 
"BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay", ki smo ga pripravili po navodilih 
proizvajalca, delovne raztopine v obliki alikvotov pa smo pred uporabo hranili v temi na 
temperaturi -80 °C. Komplet sestavljata dve spojini, in sicer substrat »BacTiter-Glo™ 
Substrate« in pufer »BacTiter-Glo™ Buffer«, ki ju zmešamo med seboj, nastali reagent pa 
je sposoben lize celic in tvorbe luminiscentnega signala. Na ta način izmerimo tudi celično 
energijsko metabolno aktivnost, saj je intenziteta oddanega luminiscentnega signala premo 
sorazmerna s celokupno količino razpoložljivih ATP molekul v celicah.  
 
Kontrola
prenos 10 mL celične suspenzije v 
falkon epruveto
dodatek 50,25 μL pufra PBS
2-urna aerobna submerzna inkubacija 
na stresalniku pri 28 °C in 220 
obr./min v temi
zamenjava pufra PBS
dodatek 638,3 μL pufra PBS
2-urna aerobna submerzna inkubacija 
na stresalniku pri 28 °C in 220 
obr./min v temi
Menadion
prenos 10 mL celične suspenzije v 
falkon epruveto
dodatek 50,25 μL pufra PBS
2-urna aerobna submerzna inkubacija 
na stresalniku pri 28 °C in 220 
obr./min v temi
zamenjava pufra PBS
dodatek 638,3 μL delovne raztopine 
menadiona
2-urna aerobna submerzna inkubacija 
na stresalniku pri 28 °C in 220 
obr./min v temi
spiranje s 5 mL pufra PBS
EGCG in menadion
prenos 10 mL celične suspenzije v 
falkon epruveto
dodatek 50,25 μL delovne raztopine 
EGCG
2-urna aerobna submerzna inkubacija 
na stresalniku pri 28 °C in 220 
obr./min v temi
spiranje s 5 mL pufra PBS
zamenjava pufra PBS
dodatek 638,3 μL delovne raztopine 
menadiona
2-urna aerobna submerzna inkubacija 
na stresalniku pri 28 °C in 220 
obr./min v temi
spiranje s 5 mL pufra PBS
Svet L. Preučevanje delovanja antioksidanta ... in oksidanta ... z metodo infrardeče spektroskopije. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
27 
 
Sama metoda temelji na lizi celic in tvorbi luminiscentnega signala preko termostabilne 
luciferaze, katera ob prisotnosti ATP, kisika in Mg2+ ionov katalizira pretvorbo luciferina v 
oksiluciferin, del energije pa se ob tem sprosti v obliki svetlobe. Metoda je primerna za 
določanje celične energijske metabolne aktivnosti, tako v bakterijskih celicah kot v 
kvasovkah. Mehanizem omenjene reakcije prikazuje enačba 8 (Promega Corporation, 2016). 
 
 
ATP + luciferin + O2                               AMP + PP + CO2 + oksiluciferin + svetloba ... (8) 
 
V 1,5-ml mikrocentrifugirke smo prenesli 1 ml suspenzije celic, ki smo jih predhodno 
izpostavili delovanju preučevanih snovi ter nato centrifugirali 5 minut pri 14000 obr./min. 
Supernatant smo potem odstranili in nato sediment sprali s pufrom PBS, in sicer tako, da 
smo dodali 1 mL pufra PBS, segretega na 28 °C, v posamezno mikrocentrifugirko, premešali 
na vibracijskem mešalniku ter ponovno centrifugirali pri 14000 obr./min. 
 
Zatem smo celične suspenzije desetkrat redčili tako, da smo v nove 1,5-mL 
mikrocentrifugirke prenesli 100 μL celične suspenzije in dodali 900 μL pufra PBS in 
mešanico premešali na vibracijskem mešalniku. V vdolbinice bele in prozorne mikrotitrske 
plošče smo v dveh tehničnih ponovitvah nanesli po 100 μL redčenih celičnih suspenzij, v 
vsako vdolbinico bele mikrotitrske plošče pa še po 100 μL komercialnega pripravka za 
merjenje celične energijske metabolne aktivnosti (točka 3.4.5.1). Belo mikrotitrsko ploščico 
smo prenesli v čitalec mikrotitrskih ploščic, jo premešali in inkubirali 5 minut na sobni 
temperaturi. Zatem smo na beli mikrotitrski ploščici pomerili intenziteto luminiscentnega 
signala in optično gostoto na prozorni ploščici. Meritve luminiscence smo normalizirali 
glede na vrednost optične gostote, rezultate pa izrazili kot relativne vrednosti glede na 
kontrolo. 
3.4.6 Določanje znotrajcelične oksidacije celic 
 
Znotrajcelično oksidacijo smo v celicah kvasovke S. cerevisiae določali s pomočjo 
oksidirane oblike barvila 2′,7′-diklorodihidrofluorescein (H2DCF). Spojina, ki smo jo dodali 
suspenziji celic, je bila v obliki diacetatnega estra (H2DCFDA) in ima lipofilne lastnosti. 
2',7'-diklorodihidrofluorescin diacetat zaradi teh lastnosti brez težav z difuzijo prehaja skozi 
celično membrano. 
 
Znotraj celice ga nespecifične esteraze deacetilirajo do polarne oblike - 2′,7′-
diklorodihidrofluoresceina (H2DCF), ki ni zmožen prehajati membran in se tako zadrži v 
celici. V celici se v prisotnosti oksidantov, kot so ROS, oksidira do diklorofluoresceina 
(DCF). Ta oblika fluorescira pri valovni dolžini 520 nm, če jo vzbujamo s svetlobo valovne 
dolžine 488 nm (Jakubowski in Bartosz, 1997). 
 
V posamezne 2-mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali 2 mL celične suspenzije, 
mikrocentrifugirke pa nato 5 minut centrifugirali pri 14000 obr./min ter odstranili 
supernatant. Sediment smo nato trikrat sprali, tako da smo mu dodali 2 mL filtriranega 50 
mM kalijevega fosfatnega pufra (pH = 7,8) predhodno segretega na 28 °C. Po tretjem spiranju 
smo supernatant odstranili in sediment resuspendirali v 500 μL kalijevega fosfatnega pufra. 
Nato smo odvzeli dvakrat po 100 μL celične suspenzije in jo prenesli v novi 
luciferaza, Mg2+ 
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mikrocentrifugirki, katerima smo eni dodali po 890 μL kalijevega fosfatnega pufra, drugi pa 
900 μL. Mikrocentrifugirko, v katero smo poleg celične suspenzije dodali še 900 μL pufra, 
smo dobro premešali in nato 200 μL vzorca prenesli v vdolbinico prozorne mikrotitrske 
plošče in s pomočjo čitalca mikrotitrskih plošč izmerili optično gostoto. 
 
Mikrocentrifugirke s 100 μL celične suspenzije in 890 μL kalijevega fosfatnega pufra smo 
postavili v čašo, ovito v aluminijasto folijo, to pa prenesli v inkubator ter inkubirali 10 minut 
v temi pri temperaturi 28 °C. Po končani inkubaciji smo vsaki mikrocentrifugirki dodali 10 
μL raztopine 2',7'-diklorodihidrofluorescin diacetata (H2DCFDA) v koncentraciji 1 mM. 
Sledila je ponovna inkubacija mikrocentrifugirk na stresalniku v čaši, oviti z aluminijasto 
folijo, 30 minut pri 220 obr./min in temperaturi 28 °C. Mikrocentrifugirke smo zatem 
centrifugirali 5 minut pri 6000 obr./min, odstranili supernatant in dodali 1 mL 2 M litijevega 
acetata ter jih nato 2 minuti v roki nežno mešali.  
 
Celične suspenzije smo potem ponovno 5 minut centrifugirali pri 6000 obr./min, odstranili 
supernatant, dodali 1 mL bidestilirane vode ter dobro premešali na vibracijskem mešalniku. 
Mikrocentrifugirke smo pri enakih pogojih kot pred tem ponovno centrifugirali in nato 200 
μL supernatanta prenesli v vdolbinice črne mikrotitrske plošče ter s čitalcem mikrotitrskih 
plošč izmerili intenziteto fluorescence. Meritve fluorescence smo normalizirali glede na 
vrednost optične gostote, rezultate pa izrazili kot relativne vrednosti v primerjavi s kontrolo. 
3.4.7 Določanje oksidativnih poškodb lipidov 
 
Modifikacije lipidov in posledično spremembe v celičnih membranih smo določali z 
modificirano metodo za določanje oksidativnih poškodb lipidov, ki so jo razvili Ortega-
Villasante in sod., (2005). Gre za eno izmed najstarejših in najpogosteje uporabljenih metod 
za določanje oksidativnih poškodb lipidov in temelji na enem izmed končnih produktov 
peroksidacije polinenasičenih maščobnih kislin, in sicer visoko reaktivnem 
malondialdehidu. Ta v kombinaciji s TBA v kislem mediju tvori rožnat produkt, katerega 
koncentracijo lahko nato spektrofotometrično merimo.  
 
Spojina absorbira pri svetlobi valovne dolžine 530 nm, fluorescira pa pri 550 nm. Intenziteta 
emitirane svetlobe je premo sorazmerna koncentraciji malondialdehida. Slabost metode je 
majhna specifičnost, saj lahko vrsta drugih spojin, kot so nasičeni in nenasičeni aldehidi, 
saharoza, urea, ipd., reagira z malondialdehidom in povzroči napake v meritvah. 
 
Po izpostavitvi kvasovk preučevanim snovem smo kvasno biomaso iz obeh tehničnih 
ponovitev posameznih tretiranj ali kontrole združili med seboj (skupaj 20 mL) in sprali s 
pufrom PBS. Sedimentu, ki je ostal po centrifugiranju, smo dodali 500 μL reagenta za 
določanje oksidativnih poškodb lipidov (preglednica 8) ter ga nato dodobra resuspendirali. 
Nastalo suspenzijo smo potem prenesli v mikrocentrifugirko, dodali 3 žličke cirkonij-
kremenčevih kroglic ter nato celice 3 minute homogenizirali na stopnji 8. Po homogenizaciji 
smo mikrocentrifugirke prenesli na led in jih v temi inkubirali 5 minut. Zatem smo pod 
enakimi pogoji ponovno izvedli homogenizacijo, nato pa zopet prenesli na led za 5 minut.  
 
Sledila je inkubacija homogenata v termobloku za 30 min pri 90 °C. Mikrocentrifugirke s 
homogenatom smo potem ponovno za 10 minut inkubirali v temi na ledu, vzorcem pa smo 
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nato dodali 400 μL butanola. Nastalo mešanico smo na vibracijskem mešalniku premešali in 
zatem centrifugirali 10 minut pri 14000 obr./min. 200 μL supernatanta iz vsake 
mikrocentrifugirke smo prenesli v vdolbinice črne mikrotitrske plošče, nato pa s čitalcem 
mikrotitrskih plošč pomerili fluorescenčni signal. Meritve fluorescence smo normalizirali 
glede na vrednost optične gostote, rezultate pa izrazili kot relativne vrednosti v primerjavi s 
kontrolo. 
3.4.8 Določanje kultivabilnosti celic 
 
Kultivabilnost celic kvasovke S. cerevisiae smo določali s pomočjo metode štetja kolonij na 
ploščah (ang. colony forming unit, CFU). Na ta način določimo koncentracijo kultivabilnih 
celic. Metoda temelji na inkubaciji celic kvasovke S. cerevisiae na trdnih ploščah in tvorbi 
kolonij ter predpostavki, da je vsaka nastala kolonija ločena enota in izvira iz posameznih 
celic kvasovke, ki so sposobne razmnoževanja. 
 
Kultivabilnost smo določili tako, da smo prešteli število kolonij, rezultat pa podali kot število 
kultivabilnih celic na mililiter (CFU/mL). 
 
Po izpostavitvi celic kvasovke preučevanim snovem smo 1 mL posamezne celične 
suspenzije prenesli v novo 1,5-mL mikrocentrifugirko in jo nato 5 minut centrifugirali pri 
14000 obr./min. Zatem smo odstranilli supernatant in sedimentu dodali 1 mL pufra PBS za 
potrebe spiranja. Sediment smo nato dodobra resuspendirali na vibracijskem mešalniku in 
ponovno 5 minut centrifugirali pri 14000 obr./min. Supernatant smo ponovno odstranili ter 
sediment resuspendirali v 1 mL pufra PBS. Potem smo pripravili redčitveno vrsto po Kochu 
do redčitve 10-5 in nato redčitve prenesli na trdno gojišče YEPD. Plošče smo zatem 72 ur 
inkubirali v inkubatorju v temi pri 28 °C in po koncu inkubacije prešteli število kolonij in 
meritve izrazili kot CFU/ml. Rezultate smo predstavili kot relativne vrednosti glede na 
kontrolo. 
3.4.9 Določanje absorpcijskih spektrov kvasovk z metodo ATR-FTIR 
 
Po izpostavitvi celic kvasovke preučevanim snovem in spiranju, smo falkon epruvete z 
biomaso zamrznili v tekočem dušiku ter jih zatem prenesli v liofilizator, kjer smo celice nato 
pri standardnem programu liofilizirali. Tako pripravljenim vzorcem smo nato s FTIR 
spektrometrom izmerili infrardeče absorpcijske spektre v območju med 4000 in 550 cm-1 z 
resolucijo 2 cm-1.  
 
Za vsak vzorec smo v treh ponovitvah izmerili absorpcijski spekter s povprečenjem 32-tih 
spektrov. Dobljene infrardeče absorpcijske spektre smo analizirali in obdelali s programom 
OPUS 7.8. 
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3.4.10 Statistična obdelava podatkov 
 
3.4.10.1 Povprečna vrednost 
 
Rezultate meritev, ki smo jih pridobili, smo izrazili kot povprečne vrednosti vseh meritev 
znotraj določene metode, na način, kot ga prikazuje enačba 9 (Košmelj, 2007). 
 
?̅?𝑥 =  1
𝑛𝑛
 �𝑥𝑥𝑖𝑖 =  𝑥𝑥1 + 𝑥𝑥2 + ∙∙∙ + 𝑥𝑥𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛
𝑖𝑖=1
                                                                                           ... (9) 
 
kjer je:  
x̅ - povprečna vrednost  
n - število meritev 
xi - vrednost i-te meritve 
 
3.4.10.2 Standardni odklon 
 
Variabilnost rezultatov smo ocenili s pomočjo standardnega odklona od aritmetične 
sredine, pri izračunu pa smo uporabili enačbo 10 (Košmelj, 2007). 
 
𝑆𝑆𝑆𝑆 =  �∑ (𝑥𝑥𝑖𝑖 −  ?̅?𝑥)𝑛𝑛𝑖𝑖=1 2
𝑛𝑛 − 1                                                                                                               ... (10) 
 
kjer je:  
SD - standardni odklon  
xi - vrednost i-te meritve 
x̅ - povprečna vrednost 
n - število meritev 
 
3.4.10.3 Studentov t-test 
 
Preko t-testa smo preverili hipoteze o enakosti dveh povprečij. Če je bila vrednost p ≤ 0,05, 
smo upoštevali, da je razlika med aritmetičnima sredinama statistično značilna. T-test smo 
izvedli s pomočjo programa Microsoft Excel (t-test v paru) in uporabili dvorepo 
porazdelitev. 
 
3.4.10.4 Duncanov test 
 
Statistično značilne razlike med različnimi izpostavitvami kvasovk preučevanim snovem 
smo ugotavljali z Duncanovim testom mnogoterih primerjav s 95 % intervalom zaupanja. 
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4 REZULTATI 
 
V magistrski nalogi smo s pomočjo kvasovke Saccharomyces cerevisiae preverili delovanje 
antioksidanta epigalokatehin-3-galata in njegovo vlogo v zaščiti celic kvasovk kot 
modelnem organizmu pred oksidativnim stresom, povzročenim z menadionom. Celice 
kvasovk so bile preučevanim snovem izpostavljene v stacionarni fazi rasti. 
 
Po izpostavitvi celic preučevanim snovem smo merili celično energijsko metabolno 
aktivnost, znotrajcelično oksidacijo in določali oksidativne poškodbe lipidov. Določali smo 
tudi kultivabilnost celic z metodo štetja kolonij in analizirali absorpcijske spektre kvasne 
biomase z metodo ATR-FTIR.  
 
Spojini, ki smo ju uporabili pri izpostavitvi celic (slika 8), sta bili v preučevanih vzorcih v 
različnih koncentracijah, in sicer EGCG v koncentraciji 0,1 g/L ter menadion v koncentraciji 
60 mmol/L, ki sta bili določeni v predhodnih raziskavah (Zakrajšek, 2014; Benkovič in sod., 
2017). Meritve smo opravili tudi na kontrolnem vzorcu, v katerem pa celice kvasovke nismo 
izpostavili nobenemu stresnemu ali antioksidativnemu delovanju. 
 
Med cilji magistrskega dela je bila tudi ocena primernosti uporabe ATR-FTIR za določanje 
vpliva oksidativnega stresa na fiziološko stanje celice in vloge antioksidanta v zaščiti celic 
pred oksidativnim stresom. Tako smo rezultate ostalih metod primerjali z absorpcijskimi 
spektri kvasne bioimase, pridobljenimi z infrardečo spektroskopijo in podali oceno o 
primernosti uporabe te metode za oceno znotrajceličnega redoks stanja.  
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4.1 DOLOČANJE ZNOTRAJCELIČNE OKSIDACIJE CELIC 
 
V celicah kvasovk S. cerevisiae smo preverjali nivo znotrajcelične oksidacije po indukciji 
oksidativnega stresa z menadionom in vlogo antioksidanta epigalokatehin-3-galata pri 
zaščiti celic pred oksidativnim stresom. 
 
 
Slika 9: Znotrajcelična oksidacija celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi oksidantu 
menadionu ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za enak časovni interval. 
Rezultati so prikazani kot povprečna relativna F/OD ± SD glede na kontrolno meritev. Nižje vrednosti 
pomenijo nižjo znotrajcelično oksidacijo, medtem ko pa višje vrednosti nasprotno nakazujejo na višjo 
znotrajcelično oksidacijo. Meritve, ki so označene z zvezdico (*), se od kontrolne meritve (100 %) statistično 
razlikujejo s stopnjo značilnosti p ≤ 0,05. Meritve označene z različnimi črkami (a, b) se med seboj statistično 
razlikujejo pri p ≤ 0,05. 
 
Dodatek menadiona celicam je v primerjavi s kontrolo povzročil statistično značilno zvišanje 
znotrajcelične oksidacije celic kvasovke S. cerevisiae, in sicer za 23 %. Da bi preverili 
antioksidativno delovanje, smo kvasovke najprej izpostavili delovanju EGCG ter nato dodali 
še menadion. V tem primeru statistično značilnih razlik med znotrajcelično oksidacijo celic 
kvasovk v primerjavi s kontrolo ni bilo opaziti, kar nakazuje na antioksidativno delovanje 
EGCG. Znotrajcelična oksidacija celic, ki so bile izpostavljene EGCG in nato menadionu, 
je nižja v primerjavi z znotrajcelično oksidacijo celic, ki so bile izpostavljene le induktorju 
oksidativnega stresa. To potrjuje tudi Duncanov test, saj se obe meritvi med seboj statistično 
razlikujeta pri p ≤ 0,05. 
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4.2 DOLOČANJE OKSIDATIVNIH POŠKODB LIPIDOV 
 
Tudi v primeru določanja oksidativnih poškodb lipidov (vsebnost malondialdehida) je bil 
glavni namen uporabe metode preverjanje stopnje oksidativnega stresa v celicah kvasovke 
S. cerevisiae in antioksidativnega delovanja preučevanega antioksidanta v smislu zaščite 
celic pred nastankom oksidativnih poškodb lipidov. Ob dodatku antioksidanta smo 
pričakovali zmanjšanje pojavnosti oksidativnih poškodb na lipidih. 
 
 
Slika 10: Nivo oksidativnih poškodb lipidov celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi 
oksidantu menadionu ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za enak časovni 
interval. Rezultati so prikazani kot povprečna relativna F/OD ± SD glede na kontrolno meritev. Nižje vrednosti 
pomenijo manj oksidativnih poškodb lipidov, medtem ko višje vrednosti nasprotno nakazujejo na več poškodb. 
Meritve, ki so označene z zvezdico (*), se od kontrolne meritve (100 %) statistično razlikujejo s stopnjo 
značilnosti p ≤ 0,05. Meritve označene z različnimi črkami (a, b) se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 
0,05. 
 
Dodatek menadiona celicam je v primerjavi s kontrolo povzročil statistično značilno zvišanje 
nivoja oksidativnih poškodb lipidov celic kvasovke S. cerevisiae, in sicer za 68 %. Tudi v 
tem primeru smo, da bi preverili antioksidativno delovanje, drugo skupino vzorcev najprej 
izpostavili delovanju EGCG ter zatem dodali še menadion. Statistično značilnih razlik med 
oksidativnimi poškodbami lipidov celic te skupine v primerjavi s kontrolo nismo zaznali, 
kar nakazuje na antioksidativno delovanje EGCG. Oksidativnih poškodb lipidov celic, ki so 
bile izpostavljene EGCG in menadionu, je manj v primerjavi z oksidativnimi poškodbami 
lipidov celic, ki so bile izpostavljene le menadionu. Po Duncanovem testu se obe meritvi 
med seboj statistično značilno razlikujeta pri p ≤ 0,05. 
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4.3 DOLOČANJE CELIČNE ENERGIJSKE METABOLNE AKTIVNOSTI 
 
Poleg znotrajcelične oksidacije in določanja oksidativnih poškodb lipidov smo v celicah 
merili tudi celično energijsko metabolno aktivnost, torej aktivnost metabolizma. Preverjali 
smo namreč vpliv oksidativnega stresa na metabolno aktivnost celic kvasovke S. cerevisiae 
v kombinaciji z antioksidantom ali brez. To smo določili na podlagi intenzitete oddanega 
luminiscentnega signala, ta je namreč premo sorazmerna s celokupno količino razpoložljivih 
ATP molekul v celicah. 
 
 
Slika 11: Energijska metabolna aktivnost celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi 
oksidantu menadionu ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za enak časovni 
interval. Rezultati so prikazani kot povprečna relativna L/OD ± SD v primerjavi s kontrolno meritvijo. Nižje 
vrednosti pomenijo nižjo celično energijsko metabolno aktivnost, medtem ko višje vrednosti nasprotno kažejo 
na višjo aktivnost metabolizma. Meritve, ki so označene z zvezdico (*), se od kontrolne meritve (100 %) 
statistično razlikujejo s stopnjo značilnosti p ≤ 0,05. Meritve označene z različnimi črkami (a, b) se med seboj 
statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 
 
Dodatek menadiona vzorcu je v primerjavi s kontrolnim vzorcem povzročil statistično 
značilno zvišanje energijske metabolne aktivnosti celic kvasovke S. cerevisiae, in sicer za 
23 %. Prav tako pa je tudi v drugem primeru, izpostavitev celic najprej EGCG in takoj zatem 
menadionu, povzročila statistično značilno zvišanje energijske metabolne aktivnosti celic 
kvasovke S. cerevisiae v primerjavi s kontrolo, in sicer za 39 %. Antioksidativnega delovanja 
s to metodo ne moremo preveriti, lahko pa iz rezultatov sklepamo, da predhodna izpostavitev 
celic EGCG in nato menadionu, kaže večji vpliv na celično energijsko metabolno aktivnost, 
kot pa menadion sam. Obe meritvi se glede na Duncanov test med seboj statistično 
razlikujeta pri p ≤ 0,05. 
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4.4 DOLOČANJE KULTIVABILNOSTI 
 
Kultivabilnost celic kvasovke S. cerevisiae smo določali s pomočjo metode štetja kolonij na 
ploščah in na ta način določili koncentracijo kultivabilnih celic. Metoda temelji na inkubaciji 
celic kvasovke S. cerevisiae na trdnih ploščah in tvorbi kolonij ter predpostavki, da je vsaka 
nastala kolonija ločena enota in izvira iz posameznih kultivabilnih celic kvasovke. 
 
Z metodo smo preverili, če in na kakšen način dodatek menadiona in s tem sprožen 
oksidativni stres ter antioksidanta EGCG kot zaščita pred njim, vpliva na kultivabilnost in 
navsezadnje tudi viabilnost celic.  
 
 
 
Slika 12: Kultivabilnost celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi oksidantu menadionu 
ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za enak časovni interval. Rezultati so 
prikazani kot povprečni relativni CFU/mL ± SD glede na kontrolno meritev. Nižje vrednosti pomenijo nižjo 
kultivabilnost celic kvasovke, medtem ko višje vrednosti nasprotno kažejo na višjo kultivabilnost. Meritve, ki 
so označene z zvezdico (*), se od kontrolne meritve (100 %) statistično razlikujejo s stopnjo značilnosti p ≤ 
0,05. Meritve označene s črko (a) se med seboj statistično značilno ne razlikujejo. 
 
Dodatek menadiona vzorcu je v primerjavi s kontrolo povzročil statistično značilen padec 
kultivabilnosti celic kvasovke S. cerevisiae, in sicer za 33 %. V drugem primeru je 
izpostavitev celic najprej EGCG in takoj zatem menadionu ravno tako povzročila statistično 
značilno zmanjšanje v kultivabilnosti celic kvasovke v primerjavi s kontrolo in sicer za 24 
%. Na podlagi rezultatov te metode lahko sklepamo, da izpostavitev kvasovk induktorju 
oksidativnega stresa statistično značilno vpliva na kultivabilnost celic, in sicer ta se v 
primerjavi s kontrolo zmanjša. Po Duncanovem testu se obe meritvi med seboj statistično ne 
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razlikujeta, tako da lahko sklepamo, da EGCG statistično značilno ne vpliva na zvišanje 
kultivabilnosti kvasovke. 
4.5 DOLOČANJE ABSORPCIJSKIH SPEKTROV Z METODO ATR-FTIR 
 
Odziv celic kvasovk na prisotnost oksidanta oz. antioksidanta smo preverili tudi z metodo 
infrardeče spektroskopije, ki se v zadnjem času sicer že uporablja za študije bioloških 
sistemov (Barraza-Garza in sod., 2016), vendar pa je znanstvena literatura, ki bi pričala o 
njeni uporabi v študijah oksidativnega stresa precej skopa. Oceniti primernost omenjene 
metode za študij vpliva oksidantov na celice in za študij vloge antioksidantov v zaščiti celic 
pred oksidativnim stresom je bil navsezadnje tudi eden izmed ciljev magistrske naloge. 
Obstaja več metod infrardeče spektroskopije, sami pa smo se osredotočili na infrardečo 
spektroskopijo na oslabljeni popolni odboj s Fourierevo transformacijo (ang. Attenuated 
Total Reflectance - Fourier Transform Infrared Spectroscopy, ATR-FTIR). 
 
Absorpcijske spektre smo normalizirali glede na absorpcijski trak amida I in II ter nato s 
pomočjo diferenčne spektroskopije spremljali spremembe v lipidni regiji ter regiji ogljikovih 
hidratov. Rezultate smo izrazili kot relativne vrednosti količine oz. vsebnosti lipidov ali 
ogljikov hidratov v celicah v primerjavi s kontrolo. Nižja vsebnost lipidov nakazuje na višjo 
stopnjo oksidativnega stresa, enako velja tudi za vsebnost ogljikovih hidratov. Obratno pa 
višja vsebnost v obeh primerih kaže na nižjo stopnjo oksidativnega stresa.  
 
Dobljene infrardeče absorpcijske spektre smo pred analizo povprečili in jih nato obdelali s 
programom OPUS 7.8. Primeri infrardečih absorpcijskih spektrov preučevanih regij, 
pridobljenih z ATR-FTIR, so predstavljeni v prilogah od F do G. 
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Slika 13: Relativna vsebnost lipidov v celicah kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi 
oksidantu menadionu ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za enak časovni 
interval. Rezultati so prikazani kot povprečna relativna vsebnost lipidov ± SD glede na kontrolno meritev. 
Nižje vrednosti pomenijo višjo stopnjo oksidativnega stresa v celicah, medtem ko višje vrednosti nasprotno 
kažejo na nižji oksidativni stres.  Meritve, ki so označene z zvezdico (*), se od kontrolne meritve (100 %) 
statistično razlikujejo s stopnjo značilnosti p ≤ 0,05. Meritve označene z različnimi črkami (a, b) se med seboj 
statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 
 
Dodatek menadiona vzorcu v primerjavi s kontrolo ni povzročil statistično značilnega 
zmanjšanja vsebnosti lipidov v celicah kvasovke S. cerevisiae, kar nakazuje, da je bila tudi 
kontrola izpostavljena določeni stopnji endogenega oksidativnega stresa. Da bi preverili 
antioksidativno delovanje, smo drugo skupino vzorcev najprej izpostavili delovanju EGCG 
ter nato dodali še menadion. V tem primeru pa smo zaznali statistično značilne razlike med 
celicami izpostavljenimi EGCG in nato menadionu ter kontrolo, kar priča o 
antioksidativnem delovanju EGCG. Razlika v vsebnosti lipidov med kontrolo in celicami 
kvasovk, ki so bile izpostavljene tako EGCG kot menadionu, je v povprečju znašala 11 %. 
V primerjavi s kontrolo smo tako v teh celicah zaznali večjo vsebnost lipidov.  
 
Vsebnost lipidov v celicah, ki so bile izpostavljene EGCG in menadionu, je višja v 
primerjavi z vsebnostjo lipidov v celicah, ki so bile izpostavljene le menadionu. Ugotovitve 
potrjuje tudi Duncanov test, saj se obe meritvi med seboj statistično značilno razlikujeta pri 
p ≤ 0,05. 
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Slika 14: Relativna vsebnost ogljikovih hidratov v celicah kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni 
izpostavitvi oksidantu menadionu ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za 
enak časovni interval. Rezultati so prikazani kot povprečna relativna vsebnost ogljikovih hidratov ± SD v 
primerjavi s kontrolno meritvijo. Nižje vrednosti pomenijo višjo aktivnost metabolizma v celicah, medtem ko 
višje vrednosti nasprotno kažejo na nižjo aktivnost metabolizma. Meritve, ki so označene z zvezdico (*), se od 
kontrolne meritve (100 %) statistično razlikujejo s stopnjo značilnosti p ≤ 0,05. Meritve označene s črko (a) se 
med seboj statistično značilno ne razlikujejo. 
 
V tem primeru je dodatek menadiona kvasovkam v primerjavi s kontrolno meritvijo 
povzročil statistično značilno zmanjšanje vsebnosti ogljikovih hidratov v celicah kvasovke 
S. cerevisiae. To kaže na višjo aktivnost metabolizma zaradi sproženih popravljalnih 
mehanizmov, povezanih z oksidativnim stresom. Razlika v vsebnosti ogljikovih hidratov 
med kontrolo in tretiranimi vzorci je v povprečju znašala 5 %. 
 
Da bi preverili zaščito pred oksidativnim stresom, smo drugo skupino vzorcev najprej 
izpostavili delovanju EGCG ter nato dodali še menadion. Tudi v tem primeru smo zaznali 
statistično značilne razlike med celicami kvasovk izpostavljenimi EGCG in menadionu ter 
kontrolo, kar prav tako priča o višji aktivnosti metabolizma zaradi oksidativnega stresa. 
Razlika v vsebnosti ogljikovih hidratov med kontrolo in tretiranimi vzorci je tukaj v 
povprečju znašala 4 %. 
 
Po Duncanovem testu se meritvi med seboj statistično ne razlikujeta, kar je verjetno 
povezano s približno enako aktivnostjo metabolizma zaradi sproženih popravljanih 
procesov. 
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5 RAZPRAVA 
 
V biološkem sistemu se oksidativni stres izrazi kot posledica neravnotežja med produkcijo 
ROS in sposobnostjo tega sistema, da detoksificira reaktivne spojine, ki pri tem nastanejo, 
oziroma popravi nastale poškodbe. Spremembe v normalnem redoks stanju celic so lahko 
škodljive in pri tem poškodujejo vse komponente celice, tako proteine, lipide, kot tudi DNA 
(Lambert in Elias, 2010). 
 
Zaradi svojega škodljivega vpliva na celice oksidativni stres predstavlja vzrok za razvoj 
številnih bolezni, med drugim diabetesa, raka, kardiovaskularnih in nevrodegenerativnih 
bolezni. Oksidativni stres lahko zmanjšamo ali preprečimo z uporabo antioksidantov, ki so 
v svoji osnovi molekule, ki preprečijo oksidacijo drugih molekul (Lambert in Elias, 2010). 
 
V skladu s cilji magistrskega dela smo preverili vpliv in delovanje induktorja oksidativnega 
stresa menadiona na celice kvasovk Saccharomyces cerevisiae, ki je modelni organizem za 
študije oksidativnega stresa ter vlogo antioksidanta epigalokatein-3-galata pri zaščiti celic 
pred oksidativnim stresom. 
 
Katehini, med katere uvrščamo tudi EGCG, so sposobni delovati kot lovilci cele vrste 
reaktivnih zvrsti od kisikovih, dušikovih ter klorovih zvrsti, vključujoč superoksidne anione, 
hidroksilne, peroksilne radikale, hipoklorit ter peroksinitrit. Med polifenoli prisotnimi v 
čaju, se je glede na stopnjo potentnosti EGCG, izkazal kot za najbolj učinkovitega (Higdon 
in Frei, 2003). Poleg neposrednih antioksidativnih učinkov ima EGCG sposobnost delovati 
tudi kot induktor endogenih antioksidativnih sistemov, tako v živalskih kot v človeških 
modelih. Ti učinki se kažejo kot modulacija plazemske in tkivne koncentracije superoksidne 
dismutaze, katalaze in encimov povezanih z metabolizmom glutationa. Sklicujoč se na večjo 
zaščitno aktivnost endogenih antioksidativnih encimov proti ROS je stimulacija teh encimov 
morda celo bolj bistvena od neposrednih antioksidativnih učinkov omenjenih katehinov 
(Higdon in Frei, 2003). 
 
Molekularne študije kažejo, da aromatska struktura EGCG igra ključno vlogo v njegovi 
antioksidativni aktivnosti (Du in sod., 2012). 
 
Poleg že omenjene preučitve vpliva oksidanta menadiona in antioksidanta EGCG na 
metabolizem in fiziološko stanje celice, smo si za cilje magistrske naloge zadali tudi preveriti 
uporabnost različnih biokemijskih, mikrobioloških in fizikalnih metod pri oceni in 
ovrednotenju stanja oksidativnega stresa v celicah.  
 
Tako smo z metodo določanja celične metabolne aktivnosti, znotrajcelične oksidacije, 
oksidativnih poškodb lipidov in metodo CFU preverili redoks stanje, kultivabilnost in 
metabolno aktivnost celic ter pridobljene rezultate primerjali z absorpcijskimi spektri, ki smo 
jih pridobili z metodo infrardeče spektroskopije (ATR-FTIR). Prvenstven cilj je bil na ta 
način ugotoviti, ali je metoda ATR-FTIR primerna za študije oksidativnega stresa v bioloških 
sistemih. 
 
Poleg kontrolne meritve, kjer celice niso bile izpostavljene nobenemu zunanjemu induktorju 
oksidativnega stresa ali antioksidantu, smo izvedli še dve vrsti tretiranja omenjenih celic. V 
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prvem tipu tretiranja smo celice kvasovke S. cerevisiae za 2-uri izpostavili antioksidantu 
EGCG in nato takoj še oksidantu menadionu za enak časovni interval. V drugi vrsti tretiranja 
pa smo celice izpostavili le delovanju menadiona, brez dodatka antioksidanta. Po času 
trajanja je bila druga vrsta tretiranja identična prvi. Pri vseh metodah in izpostavitvah celic 
sta bili preučevani spojini prisotni v naslednjih koncentracijah, in sicer EGCG v 
koncentraciji 0,1 g/L ter menadion v koncentraciji 60 mmol/L.   
 
Rezultate, ki smo jih dobili po merjenju znotrajcelične oksidacije, je mogoče razbrati s slike 
9. V skladu s pričakovanji je dodatek menadiona celicam kvasovke S. cerevisiae povzročil 
statistično značilno zvišanje znotrajcelične oksidacije v primerjavi s kontrolo, in sicer za 23 
%. Zvišanje je posledica tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti znotraj celice, predvsem 
superoksidnega aniona in vodikovega peroksida. V drugi vrsti vzorcev, torej tisti katerim 
smo dodali še antioksidant EGCG, pa je bilo zvišanje znotrajcelične oksidacije manjše. Pri 
primerjavi tretiranih vzorcev med seboj smo opazili, da je bila znotrajcelična oksidacija 
celic, ki so bile izpostavljene EGCG in nato menadionu, nižja v primerjavi z oksidacijo celic, 
ki so bile izpostavljene le induktorju oksidativnega stresa. Pridobljeni podatki tako potrjujejo 
predhodne študije o zaščitnih lastnostih in antioksidativnem delovanju epigalokatehin-3-
galata ter njegovih posrednih in neposrednih učinkih. Znotrajcelična oksidacija se zmanjša 
zaradi kombinacije delovanja EGCG kot lovilca in dušilca ROS ter njegove sposobnosti 
indukcije endogenih antioksidativnih sistemov, ki je morda za zmanjšanje znotrajcelične 
oksidacije bolj pomembna, kot pa njegovi neposredni antioksidativni učinki. 
 
V naslednji seriji poskusov smo preverjali oksidativne poškodbe lipidov (vsebnost 
malondialdehida), rezultati pa so prikazani na sliki 10. V vzorcu, kjer smo dodali le 
menadion, se je stopnja oksidativnih poškodb lipidov v povprečju zvišala za 68 %, kar 
potrjuje močan vpliv menadiona na tvorbo lipidnih radikalov ter hkrati primernost te metode 
za detekcijo oksidativnega stresa. V vzorcu, kjer smo predhodno dodali še EGCG, pa 
statistično značilnih razlik v oksidativnih poškodbah lipidov med kontrolo in preverjanim 
vzorcem ni bilo opaziti. Oksidativnih poškodb lipidov celic, ki so bile izpostavljene EGCG 
in nato menadionu, je bilo manj v primerjavi s celicami, ki so bile izpostavljene le 
menadionu. To nakazuje na antioksidativno delovanje EGCG. Med lipidno peroksidacijo in 
po razpadu njenih produktov nastane cela paleta raznovrstnih spojin, od lipidnih radikalov, 
lipidnega hidroperoksida, alkanov, malondialdehidov in izoprostanov, itd. Malondialdehid, 
lipidni hidroperoksid in radikali so za celico zelo toksični in poškodujejo celično membrano, 
malondialdehid pa je hkrati tudi mutagen in karcinogen. Njihova uspešna odstranitev ali 
nevtralizacija preko ekso- ali endogenih antioksidativnih sistemov je tako bistvenega 
pomena (Lobo in sod., 2010). 
 
Rezultati določanja celične energijske metabolne aktivnosti so prikazani na sliki 11. V obeh 
primerih je izpostavitev celic menadionu, kot tudi kombinaciji EGCG in menadiona, 
povzročila statistično značilno zvišanje metabolne aktivnosti celic. Večjo stopnjo metabolne 
aktivnosti celic pojasnjujemo preko aktivacije popravljalnih mehanizmov v celicah zaradi 
poškodb, povzročenih s strani ROS. Sem uvrščamo predvsem aktivacijo in delovanje 
superoksidnih dismutaz, katalaz, glutation peroksidaz in encimov, ki odpravljajo poškodbe 
na DNA. Med poškodbe DNA, povzročene z oksidativnim stresom, uvrščamo predvsem 
oksidativne modifikacije dušikovih baz, tvorbo DNA aduktov, zamreženje DNA, ipd. 
(Renodon-Cornière in sod., 2013). Popravljalni mehanizmi, ki se aktivirajo, so odvisni 
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predvsem od tipa poškodbe na DNA, največkrat pa vključujejo aktivacijo glikozilaz in AP 
endonukleaz (Renodon-Cornière in sod., 2013). Zvišanje metabolne aktivnosti je bilo višje 
v primeru predtretiranja z EGCG, kar nakazuje na sposobnost tega antioksidanta, da poviša 
metabolno aktivnost. Ta lastnost bi lahko bila povezana s sposobnostjo EGCG, da 
inducirajoče vpliva na citokrom c oksidazo mitohondrijske respiratorne verige ter posledično 
poveča stopnjo oksidativne fosforilacije in s tem produkcijo ATP (Castellano-González in 
sod., 2016). Poleg tega EGCG neposredno interagira s proteini celične membrane in 
fosfolipidi ter tako vpliva na znotrajcelične signalne poti. V celico je transportiran preko 
transportnih mehanizmov, nadalje pa tam poleg mitohondrijev doseže tudi lizosome in jedro, 
kjer vpliva na različne celične funkcije. Predhodne študije so pokazale, da vpliva na 
ekspresijo različnih s stresom povezanih genov preko interakcij s transkripcijskimi faktorji 
(npr. YAP1). V celici poviša koncentracijo sekundarnih obveščevalcev, kot so Ca2+, cAMP 
in cGMP ter s tem modulira raznovrstne biološke procese, med drugim deluje inhibitorno na 
glukoneogenezo ter stimulatorno na lipolizo (Kim in sod., 2014). 
 
Omenjeni procesi vplivajo na aktivnost celičnega metabolizma, s čimer lahko tudi pojasnimo 
njegovo povišanje ob dodatku EGCG kvasovkam. Kljub temu pa velja omeniti, da bi bile za 
določitev podrobnega vpliva EGCG na metabolizem kvasovke potrebne še dodatne študije 
in raziskave. 
 
Na sliki 12 so prikazani rezultati določanja kultivabilnosti celic kvasovke S. cerevisiae, ki 
smo jo določali s pomočjo metode štetja kolonij na ploščah ali CFU. V primerjavi s kontrolo 
je bilo pri obeh izpostavitvah opaziti statistično značilen padec v kultivabilnosti celic 
kvasovke S. cerevisiae. Padec kultivabilnosti je povezan z aktivacijo popravljanih 
mehanizmov in metabolnim stanjem celic, ki v danih razmerah ne omogoča nadaljevanja 
razmnoževanja. Dodatek antioksidanta EGCG ni bistveno zmanjšal padca kultivabilnosti v 
primerjavi z vzorcem, kjer antioksidanta nismo dodali, kar je najverjetneje povezano s 
povišano metabolno aktivnostjo celic kvasovke, katerim smo dodali EGCG. Rezultati tako 
kažejo, da EGCG kljub svojim antioksidativnim lastnostim, statistično značilno ne vpliva na 
zvišanje kultivabilnosti celic kvasovke.  
 
Poslednja metoda, ki smo jo uporabili za preverjanje vpliva oksidativnega stresa na celice in 
zaščitnega delovanja antioksidanta EGCG, je bila infrardeča spektroskopija na oslabljeni 
popolni odboj s Fourierevo transformacijo ali ATR-FTIR. Ob dodatku menadiona smo po 
analizi absorpcijskih spektrov opazili, da v primerjavi s kontrolo ni prišlo do statistično 
značilnega zmanjšanja vsebnosti lipidov v celicah kvasovke S. cerevisiae. Primerjava 
rezultatov tega poskusa s kontrolno meritvijo kaže na to, da je bila tudi kontrola izpostavljena 
določeni stopnji endogenega oksidativnega stresa. Ob predhodnem dodatku antioksidanta 
celicam, pa smo zaznali statistično značilne razlike med kvasovkami, ki so bile izpostavljene 
EGCG in menadionu ter kontrolo, kar priča o antioksidativnem delovanju EGCG. Razlika v 
vsebnosti lipidov med kontrolo in tretiranimi vzorci je v povprečju znašala 11 %. Prav tako 
je bila opazna tudi razlika v vsebnosti lipidov v celicah, ki so bile izpostavljene EGCG in 
menadionu, saj je bila ta višja v primerjavi z vsebnostjo lipidov v celicah, ki so bile 
izpostavljene le menadionu. 
 
Vsebnost ogljikovih hidratov v celicah se je v vzorcih po dodatku menadiona, kot tudi EGCG 
in menadiona, glede na kontrolo statistično značilno zmanjšala. To priča o višji stopnji 
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aktivnosti metabolizma in porabi ogljikovih hidratov za produkcijo ATP zaradi 
oksidativnega stresa in z njim sproženih popravljalnih mehanizmov. V primeru dodatka 
EGCG, je poleg popravljalnih mehanizmov, višja aktivnost metabolizma tudi posledica 
sprožitve ostalih bioloških procesov, na katere vpliva EGCG. 
 
Rezultati vseh opravljenih metod se med seboj povezujejo in logično dopolnjujejo. Dodatek 
antioksidanta pred izpostavitvijo celic induktorju oksidativnega stresa, kot smo preverili 
preko merjenja znotrajcelične oksidacije, zniža stopnjo oksidacije v celicah kvasovke, prav 
tako pa zmanjša poškodbe lipidov, kar potrjuje metoda določanja oksidativnih poškodb 
lipidov. Na kultivabilnost EGCG nima bistvenega vpliva, ima pa močan vpliv na metabolno 
aktivnost, ki se v pogojih oksidativnega stresa poveča, ob dodatku EGCG pa še bolj. Kot že 
omenjeno, je to povezano z aktivacijo popravljanih mehanizmov in drugih bioloških 
procesov, na katere ima EGCG neposreden vpliv. ATR-FTIR v pogojih oksidativnega stresa 
zazna spremembe tako v koncentraciji lipidov, kar je povezano z oksidativnimi poškodbami 
lipidov in njihovim posledičnim razpadom, kot tudi metabolni aktivnosti, kar se kaže v 
znižani vsebnosti ogljikovih hidratov zaradi večjih energijskih potreb celice in posledično 
proizvodnje ATP. 
 
Med analizo podatkov, pridobljenih z ATR-FTIR, smo opazili precejšnjo občutljivost 
metode na razlike v homogenosti vzorcev, ki smo jih analizirali. V prihodnjih študijah in 
raziskavah zato pred liofilizacijo predlagamo še dodatno homogenizacijo preučevanih 
vzorcev. Ker ustreznega in ponovljivega protokola za homogenizacijo bioloških vzorcev še 
nimamo, bi ga bilo prav tako potrebno razviti in validirati. 
 
Rezultati, ki smo jih pridobili med eksperimentalnim delom, potrjujejo vse hipoteze, ki smo 
si jih zastavili na začetku magistrske naloge. Pokazalo se je, da se rezultati metode ATR-
FTIR skladajo z rezultati klasičnih metod za preverjanje delovanja antioksidantov in vpliva 
oksidantov na celice. Naši zaključki se tudi skladajo z ugotovitvami Barraza-Garza in sod., 
2016, ki so z ATR-FTIR prav tako preverjali oksidativni stres in vplive polifenolnih 
antioksidantov na podganje epitelne celice tankega črevesja. Ob povečanem oksidativnem 
stresu so zaznali oksidativne spremembe v lipidih ter povečano agregacijo proteinov, kar je 
posledica nepravilnega zvitja in denaturacije le-teh zaradi prisotnosti ROS. Ob dodatku 
polifenolnih antioksidantov so opazili zmanjšanje poškodb, povzročenih zaradi delovanja 
ROS, vendar pa so ob povišanih koncentracijah antioksidantov zaznali tudi njihovo 
prooksidativno delovanje. Na metabolno aktivnost in spremembe v količini ogljikovih 
hidratov se med študijo niso osredotočali. 
 
Tako lahko podamo oceno, da je ATR-FTIR primerna metoda za študij vpliva oksidantov 
na celice in za študij vloge antioksidantov pri zaščiti celic pred oksidativnim stresom, saj so 
spremembe v spektru FTIR po tretiranju celic z oksidanti in/ali antioksidanti v korelaciji z 
metodami za oceno oksidativnega stresa, vendar pa hkrati poudarjamo, da so potrebne še 
nadaljnje raziskave.  
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6 SKLEPI 
 
• Izpostavitev celic kvasovk menadionu v primerjavi s kontrolo poviša nivo oksidativnih 
poškodb lipidov in znotrajcelične oksidacije. 
 
• Znotrajcelična oksidacija in stopnja oksidativnih poškodb lipidov celic izpostavljenih 
EGCG in nato menadionu se statistično značilno razlikujeta od celic kvasovk, 
izpostavljenih le menadionu in sta nižji, kar nakazuje na antioksidativno delovanje 
EGCG. 
 
• Celična energijska metabolna aktivnost se po tretiranju vzorcev glede na kontrolno 
meritev poviša, kar je povezano z aktivacijo popravljalnih mehanizmov, sproženih zaradi 
oksidativnega stresa. 
 
• Celice, ki so bile izpostavljene EGCG in nato menadionu ter celice, ki so bile tretirane 
samo z menadionom, se v metabolni aktivnosti statistično značilno razlikujejo. 
Metabolna aktivnost je višja pri celicah izpostavljenih EGCG in nato menadionu, kar 
povezujemo s sposobnostjo EGCG, da inducirajoče vpliva na metabolno aktivnost. 
 
• Kultivabilnost celic kvasovke S. cerevisiae se po izpostavitvi menadionu, kot tudi EGCG 
in nato menadionu, zniža v primerjavi s kontrolnim vzorcem, ki ni bil izpostavljen 
oksidativnemu stresu. Statističnih značilnih razlik v kultivabilnosti med celicami 
kvasovk izpostavljenih EGCG in nato menadionu ter celicami, ki so bile tretirane le z 
menadionom nismo zaznali. 
 
• Razlika v vsebnosti lipidov v celicah, ki so bile izpostavljene EGCG in nato menadionu 
v primerjavi s celicami izpostavljenimi samo menadionu, kot smo jo izmerili z ATR-
FTIR, je statistično značilna. Vsebnost lipidov v celicah, ki so bile predhodno tretirane 
tudi z EGCG, je višja. 
 
• Vsebnost ogljikovih hidratov v celicah, ki so bile izpostavljene preučevanim snovem, se 
v primerjavi s kontrolo statistično značilno razlikuje in je v tretiranih celicah nižja. 
Statistično značilnih razlik v vsebnosti ogljikovih hidratov v celicah izpostavljenih 
EGCG in nato menadionu ter celicami izpostavljenimi le menadionu ni bilo moč opaziti. 
 
• Metoda ATR-FTIR detektira spremembe v celicah po indukciji oksidativnega stresa z 
ali brez predhodne izpostavitve antioksidantu, kar kaže na to, da je metoda primerna za 
študij vpliva oksidantov na celice in vloge antioksidantov pri zaščiti celic pred 
oksidativnim stresom, vendar so za dokončno potrditev kljub temu potrebne še nadaljnje 
raziskave. 
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7 POVZETEK 
 
V okviru magistrskega dela in smo preverili vpliv in delovanje induktorja oksidativnega 
stresa menadiona na celice kvasovk Saccharomyces cerevisiae, kot modelnega organizma za 
raziskave oksidativnega stresa ter vlogo antioksidanta epigalokatehin-3-galata (EGCG) pri 
zaščiti celic pred oksidativnim stresom. Celice kvasovke v stacionarni fazi smo inkubirali v 
pufru PBS ter jih nato izpostavili preučevanim snovem v različnih koncentracijah, in sicer 
antioksidantu epigalokatehin galatu v koncentraciji 0,1 g/L ter oksidantu menadionu v 
koncentraciji 60 mmol/L. Vpliv oksidativnega stresa na celice smo preučevali tako, da smo 
celice najprej izpostavili antioksidantu in nato oksidantu, ali pa le oksidantu. Inkubacija za 
vsako dodano spojino je potekala 2 uri pri 28 °C in 220 obr./min. Oksidativni stres in 
zaščitno delovanje antioksidanta ter vplive na fiziološko stanje celic smo preverjali s 
pomočjo različnih biokemijskih, mikrobioloških in fizikalnih metod. V osnovi so te bile: 
določanje znotrajcelične oksidacije, določanje oksidativnih poškodb lipidov, merjenje 
celične energijske metabolne aktivnosti, določanje kultivabilnosti celic z metodo štetja 
kolonij na ploščah ter analiza absorpcijskih spektrov s pomočjo metode ATR-FTIR. Pri 
znotrajcelični oksidaciji in določanju oksidativnih poškodb lipidov smo po dodatku 
menadiona opazili, da ta povzroči statistično značilno zvišanje tako znotrajcelične 
oksidacije, kot stopnje oksidativnih poškodb lipidov celic kvasovke S. cerevisiae v 
primerjavi s kontrolnim vzorcem. Statistično značilne razlike smo opazili tudi ob preverjanju 
znotrajcelične oksidacije in oksidativnih poškodb lipidov kvasovk, ki so bile izpostavljene 
EGCG in nato menadionu v primerjavi s kvasovkami tretiranimi le z menadionom. Nivo 
znotrajcelične oksidacije kot tudi oksidativnih poškodb lipidov je bil ob predhodnem 
dodatku antioksidanta nižji. To v obeh primerih nakazuje na antioksidativno delovanje 
EGCG. Celična energijska metabolna aktivnost kvasovk, ki so bile izpostavljene menadionu, 
kot tudi kombinaciji EGCG in menadiona se je povišala, razlog za to pa najverjetneje leži v 
aktivaciji popravljanih mehanizmov, sproženih z oksidativnim stresom. Zvišanje metabolne 
aktivnosti je bilo višje v primeru predtretiranja z EGCG. Dodatek menadiona vzorcu je v 
primerjavi s kontrolnim vzorcem povzročil statistično značilen padec kultivabilnosti celic, 
hkrati pa se je izkazalo tudi, da predtretiranje celic z antioksidantom statistično značilno ne 
vpliva na izboljšanje kultivabilnosti kvasovk. Tako stastistično značilnih razlik v 
kultivabilnosti celic obeh tretiranih skupin nismo zaznali. Zadnja metoda, ki smo jo uporabili 
ter hkrati tudi ocenjevali njeno uporabnost v študijah oksidativnega stresa, je infrardeča 
spektroskopija na oslabljen popolni odboj s Fourierevo transformacijo ali ATR-FTIR. Po 
tretiranju celic kvasovke z menadionom statistično značilnih razlik v vsebnosti lipidov v 
primerjavi s kontrolno meritvijo ni bilo opaziti, kar nakazuje na endogen oksidativni stres, 
kateremu je bila izpostavljena tudi kontrola. Razlike pa so bile opazne med vzorci, ki jim je 
bil predhodno dodan EGCG, in sicer vsebnost lipidov je bila v primerjavi s kontrolo višja, 
hkrati pa je bila tudi višja v primerjavi z vzorci, ki so bili izpostavljeni samo menadionu. To 
kaže na zaščitno delovanje EGCG pred oksidativnim stresom. Vsebnost ogljikovih hidratov 
se je v obeh vrstah tretiranj statistično značilno znižala v primerjavi s kontrolno meritvijo, 
kar pojasnjujemo z večjo aktivnostjo metabolizma zaradi aktivacije popravljalnih 
mehanizmov. Statistično značilnih razlik v vsebnosti ogljikovih hidratov v celicah 
izpostavljenih EGCG in nato menadionu ter celicami izpostavljenimi le menadionu nismo 
opazili. Na podlagi dobljenih rezultatov ocenjujemo, da je ATR-FTIR primerna metoda za 
študij vpliva oksidantov na celice in vloge antioksidantov v zaščiti celic pred oksidativnim 
stresom. Spremembe v FTIR spektru kvasne biomase so bile po tretiranju celic z EGCG in 
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menadionom v ustrezni korelaciji z rezultati metod, kot so znotrajcelična oksidacija, 
določanje oksidativnih poškodb lipidov ter celična energijska metabolna aktivnost. 
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PRILOGA A 
 
Določanje znotrajcelične oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae po izpostavitvi 
oksidantu ali kombinaciji antioksidanta ter nato oksidanta 
 
Črki A in B označujeta biološki ponovitvi, pripadajoči številki, pa tehnično ponovitev. Znak 
* označuje, da se meritev statistično značilno razlikuje od vrednosti kontrole (100 %) pri p 
≤ 0,05. Meritve označene z različnimi črkami (a, b) se med seboj statistično razlikujejo pri 
p ≤ 0,05. 
 
Priloga A: Znotrajcelična oksidacija celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi oksidantu 
menadionu ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za enak časovni interval. 
Rezultati so prikazani kot povprečna relativna F/OD ± SD glede na kontrolno meritev. 
Ponovitve Kontrola EGCG + menadion Menadion 
A1 100 108,3 127,77 
A2 100 105,01 128,99 
B1 100 114,37 119,26 
B2 100 101,28 117,76 
Povprečje 100 107,24* 123,45* 
SD 0 5,55 5,75 
Studentov t-test  0,080 0,0039 
Duncanov test  a b 
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PRILOGA B 
 
Določanje oksidativnih poškodb lipidov kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 
izpostavitvi oksidantu ali kombinaciji antioksidanta ter nato oksidanta 
 
Črki A in B označujeta biološko ponovitev. Znak * označuje, da se meritev statistično 
značilno razlikuje od vrednosti kontrole (100 %) pri p ≤ 0,05. Meritve označene z različnimi 
črkami (a, b) se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 
 
Priloga B: Nivo oksidativnih poškodb lipidov celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi 
oksidantu menadionu ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za enak časovni 
interval. Rezultati so prikazani kot povprečna relativna F/OD ± SD glede na kontrolno meritev. 
Ponovitve Kontrola EGCG + menadion Menadion 
A1 100 133,52 165,27 
B1 100 141,94 171,16 
Povprečje 100 137,73 168,22* 
SD 0 5,95 4,16 
Studentov t-test  0,071 0,027 
Duncanov test  a b 
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PRILOGA C 
 
Določanje celične energijske metabolne aktivnosti kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 
izpostavitvi oksidantu ali kombinaciji antioksidanta ter nato oksidanta 
 
Črki A in B označujeta biološki ponovitvi, pripadajoči številki, pa tehnično ponovitev. Znak 
* označuje, da se meritev statistično značilno razlikuje od vrednosti kontrole (100 %) pri p 
≤ 0,05. Meritve označene z različnimi črkami (a, b) se med seboj statistično razlikujejo pri 
p ≤ 0,05. 
 
Priloga C: Energijska metabolna aktivnost celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi 
oksidantu menadionu ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za enak časovni 
interval. Rezultati so prikazani kot povprečna relativna L/OD ± SD v primerjavi s kontrolno meritvijo. 
Ponovitve Kontrola EGCG + menadion Menadion 
A1 100 136,10 113,83 
A2 100 140,69 138,71 
B1 100 139,73 120,55 
B2 100 139,78 120,72 
Povprečje 100 139,076* 123,45* 
SD 0 2,033 10,67 
Studentov t-test  3,87E-05 0,022 
Duncanov test  a b 
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PRILOGA D 
 
Določanje kultivabilnosti celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae z metodo štetja na 
ploščah po izpostavitvi oksidantu ali kombinaciji antioksidanta ter nato oksidanta 
 
Črki A in B označujeta biološki ponovitvi, pripadajoči številki, pa tehnično ponovitev. Znak 
* označuje, da se meritev statistično značilno razlikuje od vrednosti kontrole (100 %) pri p 
≤ 0,05. Meritve označene s črko (a) se med seboj statistično značilno ne razlikujejo. 
 
Priloga D: Kultivabilnost celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi oksidantu 
menadionu ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za enak časovni interval. 
Rezultati so prikazani kot relativni CFU/mL ± SD glede na kontrolno meritev. 
Ponovitve Kontrola EGCG + menadion Menadion 
A1 100 81,82 68,94 
A2 100 88,89 75,56 
B1 100 64,74 67,31 
B2 100 68,42 57,89 
Povprečje 100 75,97* 67,42* 
SD 0 11,32 7,29 
Studentov t-test  0,024 0,0030 
Duncanov test  a a 
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PRILOGA E 
 
Določanje absorpcijskih spektrov celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae z metodo 
ATR-FTIR po izpostavitvi oksidantu ali kombinaciji antioksidanta ter nato oksidanta 
 
Črke A, B, C in D označujejo biološke ponovitve, pripadajoči številki, pa tehnično 
ponovitev. Znak / označuje, da za meritev ni podatka. Znak * označuje, da se meritev 
statistično značilno razlikuje od vrednosti kontrole (100 %) pri p ≤ 0,05. Meritve označene 
z različnimi črkami (a, b) se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 
 
Priloga E1: Relativna vsebnost lipidov v celicah kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi 
oksidantu menadionu ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za enak časovni 
interval. Rezultati so prikazani kot povprečna relativna vsebnost lipidov ± SD glede na kontrolno meritev. 
Ponovitve Kontrola EGCG + menadion Menadion 
A1 100 111,07 105,33 
A2 100 113,41 107,33 
B1 100 101,26 100,67 
B2 100 101,70 102,16 
C1 100 117,24 108,70 
C2 100 112,43 96,45 
D1 100 121,51 97,17 
D2 100 106,89 / 
Povprečje 100 110,69* 102,55 
SD 0 7,12 4,80 
Studentov t-test  0,0038 0,21 
Duncanov test  a b 
 
Priloga E2: Relativna vsebnost ogljikovih hidratov v celicah kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni 
izpostavitvi oksidantu menadionu ali 2-urni izpostavitvi antioksidantu EGCG ter takoj zatem menadionu za 
enak časovni interval. Rezultati so prikazani kot povprečna relativna vsebnost ogljikovih hidratov ± SD v 
primerjavi s kontrolno meritvijo. 
Ponovitve Kontrola EGCG + menadion Menadion 
A1 100 93,78 91,35 
A2 100 94,48 91,31 
B1 100 94,22 88,61 
B2 100 89,51 91,35 
C1 100 98,93 99,35 
C2 100 94,68 100,64 
D1 100 100,89 99,35 
D2 100 100,17 / 
Povprečje 100 95,84 95,25 
SD 0 3,85 4,99 
Studentov t-test  0,018 0,028 
Duncanov test  a a 
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PRILOGA F 
 
Primerjava absorpcijskih spektrov vzorcev v območju funkcionalnih skupin značilnih za 
lipide od 3000 do 2820 cm-1 
 
                
Priloga F1: Prim
erjava absorpcijskih spektrov vzorcev v obm
očju funkcionalnih skupin značilnih za lipide od 3000 do 2820 cm
-1. Z m
odro 
barvo je označena kontrolna m
eritev, z zeleno vzorec izpostavljen E
G
C
G
 in m
enadionu ter z rdečo, vzorec tretiran le z m
enadionom
. V
si 
absorpcijski spektri so norm
alizirani na proteinsko regijo. 
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PRILOGA G 
 
Primerjava absorpcijskih spektrov vzorcev pri 1740 cm-1 
 
                
Priloga G
1: Prim
erjava absorpcijskih spektrov vzorcev pri 1740 cm
-1. Ta vrh prikazuje absorpcijo estrske funkcionalne skupine lipidov. Z m
odro 
barvo je označena kontrolna m
eritev, z zeleno vzorec izpostavljen E
G
C
G
 in m
enadionu ter z rdečo, vzorec tretiran le z m
enadionom
. P
rim
erjani 
spektri so bili norm
alizirani na proteinsko regijo 
 
Svet L. Preučevanje delovanja antioksidanta ... in oksidanta ... z metodo infrardeče spektroskopije. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
 
PRILOGA H 
 
Primerjava absorpcijskih spektrov vzorcev v območju funkcionalnih skupin značilnih za 
ogljikove hidrate od 1187 do 945 cm-1 
 
                
Priloga H
1: Prim
erjava absorpcijskih spektrov vzorcev v obm
očju funkcionalnih skupin značilnih za ogljikove hidrate od 1187 do 945 cm
-1. Z 
m
odro barvo je označena kontrolna m
eritev, z zeleno vzorec izpostavljen E
G
C
G
 in m
enadionu ter z rdečo, vzorec tretiran le z m
enadionom
. 
V
si spektri so norm
alizirani na proteinsko regijo. 
 
